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RESUMEN 

Con objeto de caracterizar parcialmente los cambios inducidos por la irradiacion gamma en el crecimiento in 
vitro y bioquimicamente, dos clonas de Babesia bovis fueron expuestas a dosis de 81, 135 Y 189 Greys (Gy) de 
irradiaci6n usando una fuente de 60Co. Se registro la cinetica del crecimiento in vitro postirradiacion. Los 
parasitos que recibieron las dosis mas altas fueron expandidos en cultivo in vitro, analizandose con respecto a 
su movilidad en geles delgados de agarosa las siguientes enzimas metabolicas del parasito, deshidrogenasa 
lactica, deshidrogenasa glutamica, glucosa fosfato isomerasa y hexoquinasa. No se encontraron cambios en 
el patr6n de migraci6n electroforetica en las primeras tres enzimas, la movilidad de hexoquinasa sin embargo, 
com parada con la de los parasitos no irradiados, se mostr6 alterada y se encontr6 mas hacia el anodo en ambas 
clonas irradiadas. La electroforesis en dos dimensiones (isoelectroenfoque y peso molecular) en geles de 
poliacrilamida revel6 grandes diferencias en 103 perfiles proteicos de los parasitos irradiados con respecto de 
las clonas intactas. 
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INTRODUCCION 	 Tambien han side irradiadas Babesias de 
bovinos para ser usadas como inmuno~e
nos con resultados variables 1.4,8,13,14, 9La radiacion ionizante proveniente de fuen


tes de emisiones gamma (y) resulta general Babesia bovis viva irradiada se uso exitosa

mente en la ruptura del esqueleto de fosfo mente como inmunogeno, induciendo pro

diester del acido desoxirribonucleico teccion y minimlzando las reacciones cllni

(ADN). De esta manera, genes enteros pue cas al desafio 21 ,22. Actualmente, poblaciones 

den ser inactivados debido a cambios en la irradiadas de B. bovis y de B. bigemina est{m 

secuencia 0 por las deleciones de bases, siendo usadas como inmunogenos con alto 
cuando los sistemas de reparacion del ADN grado de seguridad 6,20. La caracterizacion de 
son insuficientes. Este mecanismo ha teni parasitos irradiados ha sido hecha solo a nivel 
do aplicaicon en parasitologia, asr, Babesia de la proteccion que estos inducen, pero muy 
rodhaini ha side expuesta a emisiones /' poco se sabe de los cam bios bioquimicos 
para inhibir en forma total 0 parcial su repli inducidos par la irradiaciOn. EI objetivo de esta 
caicon en roedares 2, 10,11, observandose investigacion fue el de caracterizar el crecl
ademas que algunos de estos parasitos no mientoin vitro y parcial mente en forma bioqur
solo fueron innocuos, sino que tambien in mica los cam bios inducidos por la irradiacion 
dujeron resistencia salida al desaffo 2,11 en poblaciones homogeneas de parasitos 

clonados de Babesia bovis. 
a Recibido para su publicacion el 13 de abril de 1992. 
b CENID-PAVET, INIFAP, SARH, Apartado Postal 206. MATERIALES Y METODOS 
CIVAC CPo 62500 Morelos, Mexico, 
c Department of Veterinary Microbiology, University of 

Parasitos: Las clonas 2B-2E-5G (2B) Y 2FMissouri Columbia, Mo. 65201. 
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3E-3E (2F), fueron derivadas de la cepa de 
B. bovis designada Kbb (original mente ais
lada en Mexico y donada por K.L. Kuttler, 
U.S. Department of Agriculture, A.R.S. He
moparasite Research Unit, Washington Sta
te University, Pullman Wa.). La derivacion de 
estas clonas asf como la tecnica de clona
cion han sido descritas previamente 16. 

Irradiacion de Parasitos: Cultivos asfn
cronos de las clonas 2B (11.5% de eritroci
tos parasitados [PEP] y 2F (6.2 PEP) en 
suspension al 5% de paquete celular en 
medio de cultivo fresco se depositaron en 
viales de congelacion (NUnc, Kamstrup, 
DK-4000, Roskild, Dinamarca) en volOme
nes de 800 "I (6.3X106 Y3.4x1 06 eritrocitos 
infectados respectivamente). La irradiacion 
se lIevo a cabo en el reactor de investigacio
nes de la Universidad de Missouri, ex£o
niendo las muestras a una fuente de 6 Co 
que emitfa una dosis de 0.45 Gy seg-1, por 
3, 5 Y7 minutos resultando en dosis total de 
81, 135 Y 189 Gy respectivamente. Las 
muestras se mantuvieron a 10 C durante el 
transporte y la exposicion. Un cultivo trans
portado al reactor junto con las muestras 
expuestas sirvio como control no irradiado. 

Cinetica de crecimiento: Las muestras 
irradiadas se lIevaron a cultivo in vitro sin 
modificacion de la parasitemia inicial ya 
que, se considero que existirfa una reduc
cion substancial del nOmero inicial de ~ra
sitos, segOn 10 publicado por Wright 2 . To
das las muestras, irradiadas y normales se 
mantuvieron a una atmosfera de 2% 02, 5% 
C02 ~ 93% N2 bajo condiciones de clona
ci6n 5,16. EI medio de cultivo se reemplaz6 
cada 24 h Ylos subcultivos se iniciaron cada 
24, 48 0 72 h. EI crecimiento se verific6 
contando al menos 1000 eritrocitos en lami
nillas de sangre teflidas con colorante de 
Giemsa. Los valores registrados se expre
saron como porcentaje de eritrocitos infec
tad os. 

Enzimas metabolicas: Considerando la 
posibilidad de un cambio significativo en los 
parasitos irradiados y basad os en el perfodo 
de recuperacion en cultivo in vitro, solo 
aquellos parasitos expuestos a la dosis mas 
alta se utilizaron para determinar la migra

cion de sus enzimas. Cuando el crecimiento 
de estas clonas estuvo bien establecido, 
estas se expandieron en cultivo y los eritro
citos infectados se concentraron de acuer
do a la tecnica de centifugacion isopfcnica 
en gradientes de densidad 17 en Percoll 
(Pharmacia-LKB). Los eritrocitos purifica
dos se a~ustaron a una concentracion de 
1X106.ur en soluci6n salina de Puck 12. La 
preparaci6n de muestras y la electroforesis 
en geles delgados (1 mm) de agarosa se 
realizo basad os en resultados publicados 
con anterioridad 18. Se analizaron las enzi
mas deshidrogenasa lactica (LDH). deshi
drogenasa glutamica (GDH), hexoquinasa 
(HK) y glucosa fosfato isomerasa (GPI). 

Marcado Biosintetico: Las clonas intac
tas e irradiadas fueron marcadas metaboli
camente con L[35Sj-metionina de la si
guiente manera: a cultivos de 24 h 
comenzados con 2 PEP se les reemplazo el 
sobrenadante con medio de ~ultivo comple
to suplementado con L[ 5S]-metionina 
(New England Nuclear, Boston Ma.) a una 
concentraci6n final de 40llCi mr 1 (actividad 
especffica de 1052.4 CimM-1). Los cultivos 
con la marca se incubaron por 24 h en una 
atmosfera de 5% de C02 en aire a 37 C. 
Posterior a la incubacion, los cultivos se 
procesaron para la purificacion de merozoi
tos y eritrocitos infectados como se ha des
crito previamente 18. Los merozoftos 0 eri
trocitos infectados colectados se lavaron 
dos veces en solucion salina de Puck reti
rimdoles el sobrenadante. 

Preparacion de muestras para electrofo
resis: Los merozoitos y los eritrocitos infec
tados se solubilizaron con dos volOmenes 
de solucion reguladora de extracci6n (9.8 M 
urea; 2% v/v Nonidet P-40; 2% anfolitos de 
rango pH 3-10; 5% v/v 2-mercaptoetanol), 
se incubaron a 4 C por 30 min, y se centri
fugaron a 25,000 xg por 30 min a la misma 
temperatura. La actividad precipitable por 
acido tricloracetico se determin6 de acuer
do a un estudio previo 15. Los extractos de 
detergente se congelaron a -70 C hasta su 
uso. 

Electroforesis de dos dimensiones: Esta 
se lIevo a cabo de acuerdo a O'farrel 9. Las 
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proteinas se separaron en la primera d imen
sion usando enfoque isoelectrico en un ran
go de pH de 3-10 en geles de poliacrilamida 
de4%entubosdevidrio de 13 mmx2.5 mm 
diametro interno; la segimda dimensiOn se 
efectuo en geles de poliacrilamida disconti
nuos, utilizando geles de resolucion de 10% 
de acuerdo a la tecnica de Laemli 7. Como 
marcadores de peso molecular se usaron: 
lisozima, 14.3 kilodalton (Kda); beta-Iacto
globulina, 18.4 Kda; alfa quimotripsinogeno, 
25.7 Kda; ovalbumina, 43 Kda; albumina 
serica bovina, 69 Kda; fosforilasa B, 97 Kda; 
y miosina, cadena pesada 200 Kda (Sigma 
Chemical Co. S1. Luis, Mo.) Los geles se 
procesaron para fluorografla de acuerdo a 
Bonner y Laskey 3, luego se secaron y se 
expusieron a pelfcula autorradiografica (Ko
dak) XOMAR R 10, en cartuchos a prueba de 
luz a -80 C por 5 a 7 dias segun fuera 
necesario. 

RESULTADOS 

Cinetica de crecimiento: La cinetica de cre
cimiento de clonas pos-irradiacion se ilustra 
en las figuras 1 y 2, se puede observar que 
existe una relacion dosis-efecto en los para
sitos irradiados; la exposicion de ambas 
clonas a 189 Gy resulto en un claro decre
mento en la tasa de crecimiento a las 24 h 
mientras que exposicion a 135 y 81 greys 
indujo decremento en la clona 2B, pero 
observo crecimiento durante el mismo pe
dodo en la clona 2F. La adicion de eritrocitos 
frescos al subcultivo restauro el crecimiento 
de los parasitos irradiados, a excepcion de 
los expuestos a 189 Gy, los cuales no pre
sentaron un crecimiento substancial sino 
hasta el segundo 0 tercer subcultivo. EI pa
tron de crecimiento de los parasitos control 
fluctuo debido a un sobrecrecimiento de 72 
h, sin subcultivo y la baja tension de oxfge
no. Los parasitos irradiados mostraron un 
patron de crecimiento normal despues de 
siete u ocho dras in vitro. La observacion al 
microscopio optico de frotis de los cultivos 

. revelo, que la morfologia de los parasitos 
irradiados se vio severamente afectada en 
los parasitos expuestos a 135 y 189 Gy, 

apareciendo como anillos irregulares con 
variaciones en tamano yen la intensidad de 
la tincion; estas formas irregulares se obser
varon a 10 largo de los primeros 8 dras 
postirradiacion y desaparecieron gradual
mente, desafortunadamente, no se pudie
ron conservar frotis de estos cultivos y no 
se presentan fotograffas de estos. 

Analisis de enzimas metabolicas: EI pa
tron electroforetico de migracion de las en
zimas LDH, GDH y GPI en geles de agarosa 
fue similar tanto en los parasitos irradiados 
como en los controles normales. La migra
cion de HK en contraste, fue diferente ya 
que la hexoquinasa derivada de las clonas 
irradiadas se encontro mas hacia el anodo 
(figura 3); este patron fue observado en 
ambas clonas irradiadas. 

Electroforesis de dos dimensiones: La 
distribucion de proteinas en la primera di
mension fue a 10 largo de un gradiente de 
pH de 5.3 a 7.5 y aparecio lineal de pH 5.4 
a 7.3. EI analisis autorradiografico de los 
geles de dos dimensiones de material solu
ble, derivado de parasitos biosinteticamen
te marcados, revelaron patrones muy com
plejos, mostrando cientos de proteinas en 
ellos. Las similitudes se observaron facil
mente al comparar los perfiles de los para
sitos irradiados con los de sus controles 
normales. En el caso de la dona 2F hubo 
pocas diferencias (figura 4a y 4b) como la 
desaparicion de la proteina g1' (~190 Kd) Y 
la aparicion de proteinas variables g5', de 96 
Kd, Y g6' de 95.5 Kd, exactamente encima 
de sus contra partes de g5 y g6 (ambas de 
94 Kd). La proteina h8 de 52 Kd que aparecfa 
como un componente menor en la clona 2F, 
se mostro con mucha mayor intensidad en 
el parasito irradiado. Otras proternas que 
desaparecieron incluyen las C25 (~33KOa), 
b1, b2 Yb1 0 (~66, 62 Y 37 KOa, respectiva
mente). En el caso de la dona 2B irradiada 
(figura 5a y 5b), se presenta la aparicion de 
proteinas nuevas como la i1" ligeramente 
mas acida que i1 '( ~ 155 KOa), desaparicion 
de g1 (195 KOa), la aparicion de la variante 
de menor peso de g2 (g2', ~ 165 KOa), la 
aparente duplicidad de variantes ligeramen
te mas pesadas de las proteinas i15, i16 i18 
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Figura 1. Crecimiento de la clona 2B-2E-5G de Babesia bovis post irradiaci6n. Cultivos expuestos a 0 Gy (_), 
81 Gy (••_-), 135 Gy (.... ) 0 
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Figura 2. Crecimiento de la clona 2F-3E-3E de Babesia bovis post irradiaci6n. Cultivos expuestos a 0 Gy (_). 
81 Gy (----), 135 Gy (.... ) 0 189 Gy (_ .•. ) subcultivos fueron iniciados en los dfas 2,5 y 7. 
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Figura 3. Patron eleetroforetieo de la enzima hexoquinasa en gel de agarosa en eritroeitos normales (nRBC); 
merozoitos purifieados de la eepa original (KBb mz); eritroeitos infeetados con la elona 2B·2E·5G; la elona 
irradiada 2B·2E·5G (Co Irr); la elona 2F·3E·3E y la elona irradiada 2F·3E·3E Co Irr, la fleeha indica el origen. 

(~34, 32.5, 29 Kda) y muchas otras que, bles, aSI como cuando se us6 la incorpora
para prop6sitos practicos simplemente se ci6n de 3H-Timldina 12 y se determin6 el 
senalan con pequenas flechas. TambiE~n se porcentaje de incorporaci6n de la marca de 
observa la desaparici6n 0 la disminuci6n en acuerdo a un control no irradlado; mostran
intensidad de un numero de proteinas como do que a mayor irradiaci6n menor incorpo
i21, 122, 123, 124, i25, 126 (25, 24.8, 24.6, 24.5, raci6n y por 10 tanto menor actividad meta
21.8 Y18.4 KDa). b6lica de los parasitos expuestos. 

La intectividad en el hospedero, 0 la in
DISCUSION corporaci6n de 3H-Timidina in vitro son me

todos que se han usado para verificar la 
La Irradici6n por emisiones y atect6 serla· sobrevivencia de los parasitos; de estos 
mente el crecimeinto in vitro de los parasitos dos, el primero es de contiar, pero costoso, 
expuestos; los etectos de la radiac:i6n se prolongado e inexacto con respecto a la 
observaron primeramente en el tiempo reo cuantificaci6n de los parasitos sobrevivien
querido para la regularizaci6n del creci tes; mientras que el segundo se II eva a cabo 
miento de los parasitos irradiados, que se en cultivos de 48 h teniendo el inconvenien
mostr6 como una relaci6n dosis-etecto, es te de utilizar el cultivo mismo para la deter
decir a mayor dosis de irradiaci6n mayor minaci6n de la incorporaci6n del is6topo. EI 
tiempo de recuperaci6n del patr6n normal cultivo in vitro continuo permite una revisi6n 
de crecimiento. Estos resultados son simi de la morfologia, la evaluaci6n del decre
lares a los reportados para 8. bovis 1 Y B. mento 0 incremento en los numeros de pa
rodhaini 8, en los que se observ6 una pro rasitos, y puede ser acoplado a la incorpo
longaci6n del tiempo de incubaci6n de los raci6n de 3H-Timidina; esta ultima no se 
parasitos irradiados en animales suscepti- consider6 necesaria en el presente trabajo 
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Figura 4. Autorradiografias de los f,atrones de migraci6n electroforetica de doble dimension de proteinas 
marcadas metabolicamente con 3 S·metionina en geles de poliacrilamida de las clonas (A) 2F Y (8) 2FCoi. 
Los numeros del lado derecho junto con las flechas indican los marcadores de peso molecular (descritos en 
el texto). EI anodo del enfoque isoelectrico tambien se encuentra dellado derecho. 
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Figura S. Autorradiograffas de los patrones de. migraci6n electroforetica de doble dimensi6n de proteinas . 
marcadas metabolicamente con 35S-metionina en geles de poliacrilamida de las clonas (A) 28 Y (8) 28Col. 
Las indicaciones son como las descritas para la leyenda en la figura 40. 
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ya que, la observacion directa de los para
sitos al microscopio optico fue indicacion 
confiable del estado de ellos. . 

La irradiacion y produjo cam bios molecu
lares que se reflejaron en la variacion de per
files electroforeticos. La migracion de Hk en 
geles de agarosa se altero y aparecio mas 
an6dica en los parasitos irradiados que en los 
controles normales; este patro alterado fue el 
mismo para las dos clonas. Este hallazgo 
aunque inesperado podrfa indicar que la alte
racion ocurrio al mismo nivel en el ADN de las 
clonas irradiadas sin alterar la actividad de la 
enzima. Dado que parasitos irradiados estan 
siendo usadgs actual mente como inmunoge
nos vivos 6,2 ,Ia diferencia de la migracion de 
HK podrfa usarse como marcador en la deter
minacion del tipo de infeccion (natural 0 va
cunal) que sufra un animal 0 un hato. 

Se observaron muchos mas cambios en 
los perfiles electroforeticos de doble dimen
sion de las donas irradiadas, comparadas 
con las donas normales; el numero de dife
rencias observadas en el perfil de la clona 
2BCoi fue inesperado, ya que fue notable
mente mayor que el presentado por la clona 
2FCoi. La razon para la aparicion de protei
nas de mayor 0 menor peso molecular pera 
de semejante punto isoelectrico no se co
noce, como tampoco porque aparentemen
te la irradiacion afecto mas a una poblacion 
(clona 2BCoi) que a la otra. 

En el presente trabajo tam bien se intento 
la subclonacion de los parasitos irradiados 
para determinar si estos permanecieron co
mo poblaciones homogeneas, pera desa
fortunadamente esto no se consiguio. de tal 
manera que, no se pudo corroborar si las 
poblaciones irradiadas estan compuestas 
de una 0 mas subpoblaciones; todo esto sin 
embargo, garantiza continuar con la carac
terizacion de las clonas irradiadas a nivel 
molecular. Futuros trabajos deberan incluir 
tambien la caracterizacion biologica e inmu
nologica de estas clonas. 

SUMMARY 

In order to characterize the changes induced byexpo
sure to gamma irradiation, two Babesia bovis clones 
were exposed to 81, 135 and 189 Greys (Gy). doses 

of irradiation from a 6Oeo source. In vitro growth was 
monitored and the kinetics of recovery were recorded. 
Parasites receiving the highest dose of irradiation 
were later expandes in in vitro , and their metabolic 
enzyme profile analized in agarose gel electrophore
sis. Glutamate dehydrogenase ,lactic dehydrogenase 
and glucose phosphate isomerase mobilities were not 
affected. In contrast. hexokinase was ultimately loca
ted closer to the anode in irradiated clones. Two-di
mensional gel electrophoresis was also used to com
pare molecular changes induced by irradiation. Many 
more changes were observed in the profiles of the 
irradiated clones when compared to their non irradia· 
ted counterparts. 
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