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. Introduccion

La poblacion de ganado bovino en México asciende a cerca de
25 millones de cabezas (1), de las cuales mas del 50% se
encuentran en el trépico mexicano. La importancia de la
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produccion bovina es vital, debido a que es una fuente rentable
de proteina animal de alta calidad; 10 cual, exige encontrar las
condiciones 6ptimas de produccion para revertir el déficit que
México tiene con respecto a importacion de leche y carne de
origen bovino.

El ganado debe ser protegido contra enfermedades
infecciosas para lograr su 6ptimo rendimiento. El desarrollo de
vacunas efectivas y eficientes puede ser una de las estrategias
mas viables. La presencia de babesiosis en el trépico mexicano,
suele ser un obstaculo para mejorar la produccion de carne y
leche.

I1. Inmunologia de la babesiosis bovina

Durante las ultimas dos décadas ha existido un gran progreso en
el conocimiento del sistema inmune de los bovinos y su
funcionamiento. Se sabe que los bovinos difieren del humano y
de otros animales de laboratorio en la forma de transferencia de
inmunidad materna, en el contenido y en la composicion de
inmunoglobulinas en calostro y leche. Por su estructura
placentaria, no hay paso de las inmunoglobulinas. También
existen diferencias en la distribucién de leucocitos en sangre
periférica del neonato, con respecto a otras especies animales
incluyendo al hombre (2).

A partir de 1985 se ha puesto especial atencion en la
identificacion y caracterizacion funcional de las poblaciones de
linfocitos en bovinos; y especialmente sobre las diferentes
poblaciones de células T y sus receptores. También se han
realizado estudios sobre la organizacion del genoma; el
polimorfismo y el papel inmunolégico del Complejo Principal
de Histocompatibilidad (MHC) en linfocitos (BoLA).
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La investigacion relativa a citocinas, que son proteinas
producidas por células propias del sistema inmune, que afectan la
funcion de otras células asociadas también ala respuesta inmune,
se inicié en 1990, secuenciandose genes y proteinas de algunas
de ellas. Asi, se desarrollaron métodos y reactivos especificos
para su identificaciobn, como la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR), anticuerpos
monoclonales, bioensayos, etc. Los avances han logrado incluso
la produccién de citocinas recombinantes para uso terapéutico e
inmunomodulador, en el tratamiento de enfermedades y en la
aplicacién simultanea con vacunas (2).

Sin embargo, a pesar de los avances existentes se desconocen
aun algunos aspectos de la respuesta inmune en bovinos, los
cuales ya han sido explorados en humanos o en otras especies
animales. En otras especies se ha estudiado por ejemplo a una
amplia familia de citocinas quimotacticas llamadas quimocinas,
gue acttan colaborando en la regulacion de diversos procesos
biolégicos como la migracién de leucocitos, angiogénesis,
hematopoiesis y organogenesis. Se cree que tanto las quimocinas
como sus receptores podrian tener una utilidad terapéutica, en
procesos inflamatorios y/o en enfermedades infecciosas (3). De
modo que, seria indispensable identificar el papel que
desempefian las quimocinas en las enfermedades infecciosas de
los bovinos.

La babesiosis bovina es un complejo infeccioso formado por
dos enfermedades producidas por microorganismos del género
Babesia. Una es la enfermedad causada por Babesia bovis que se
caracteriza por producir una patologia hematologica y
neuroldgica, con signos nerviosos que la hacen parecerse a la
malaria cerebral en humanos; y esta forma es la mas grave de la
babesiosis bovina. La otra forma es la producida por B. bigemina
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que causa una severa patologia hemolitica. En condiciones
naturales, ambas enfermedades se presentan como co-infeccion
con alta frecuencia, causando una condicion patolégica con
severo dafilo e incluso la muerte de los animales,
particularmente en ganado susceptible alos parasitos.

Debido alas altas tasas de morbilidad y mortalidad, el
control de la babesiosis ha utilizado |a exposicién a paréasitos
atenuados, para promover una respuesta inmune. En México el
INIFAP ha desarrollado una vacuna mixta atenuada contra
Babesia bovis y Babesia bigemina, utilizando una clona irradiada
de B. bovis (4) y una cepa de B. bigemina (5) que ha sido
atenuada por un namero indefinido de pases en cultivo in vitro.
Esta vacuna ha demostrado inducir una respuesta inmune que
protege a mas del 80% de animales que han sido vacunados (6,
7, 8,9, 10).

La existencia de estas vacunas facilitan el poder inducir
proteccion y evaluar o caracterizar la respuesta inmune
desarrollada por animales protegidos para diferenciarla de la
respuesta desarrollada por animales no protegidos. La urgencia
actual es lograr una adecuada seleccién de antigenos
inmunoprotectores, que podrian ser utilizados en el disefio de
vacunas de nueva generacion como las subunitarias, o de ADN
contra B. bovisy B. bigemina. Este tipo de vacunas tedricamente
ofrece muchas ventajas. Sin embargo, aln existe un gran
desconocimiento de los mecanismos de |la respuesta inmune en
infecciones primarias y secundarias y la capacidad de los
parasitos para evadir la respuesta inmune del hospedador
bovino (46).

Se ha observado que en infecciones por hemoprotozoarios se
ven involucradas tanto inmunidad innata como adquirida;
observandose, por ejemplo en ratones genéticamente
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modificados o "Knockout" que la inmunidad contra malaria es
independiente de células T, pero que requiere de la activacion de
macréfagos, induciendo fagocitosis y la liberacion de radicales
libres de oxigeno, de nitr6geno y también la activacion de células
asesinas "Natural Killer" (NK) (11).

La inmunidad adquirida resultante de la inmunizacion o de la
infeccion constante es dependiente de células T cooperadoras (Th)
y de anticuerpos (Abs). Las células Th realizan un doble papel
produciendo citocinas para que ayuden aa produccion de
diferentes isotipos o subclases de anticuerpos de alta afinidad, para
promover la activacion de macréfagos (12).

La éptima inmunidad protectora contra infecciones por Babesia
Spp., requiere tanto anticuerpos fijadores de complemento como
anticuerpos opsonizantes, asi como de la activacion de macréfagos
mediada por IFN -? (12, 13). Experimentos en los que se transfirié
suero inmune anti-Babesia bovis o anticuerpos 1gGl e 1gG2
demostraron la importancia en términos de actividad
inmunoprotectora de los anticuerpos, debido a que fueron capaces
de proteger contra desafios homélogos con B. bovis (14).

Aungue la transferencia de anticuerpos in vivo protege contra
babesiosis bovina, los mismos anticuerpos no tienen efecto contra
lainvasion de Babesia a eritrocitos en cultivo in vitro, sugiriendo
gue los anticuerpos funcionan como opsoninas para los
macréfagos activados, promoviendo |la fagocitosis de los paréasitos
(14). A pesar de que existen reportes referentes a la capacidad
protector a in vivo de los anticuerpos contra la babesiosis; se ha
probado que la presencia de niveles elevados de anticuerpos, no
necesariamente significa de que todos los anticuerpos producidos
sean protectores (15).
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En la inmunidad contra la Babesa se ha sugerido que el bazo
es fundamental en el control de esta infeccion, gracias a la
actividad fagocitica y de produccion de anticuerpos que ahi se
realiza (15). Bovinos esplenectomizados sufren una reduccion en
su capacidad para eliminar a los eritrocitos parasitados, mientras
que, bovinos intactos infectados por Babesia bovis presentan
mayores concentraciones de eritrocitos parasitados (14).

Ademas del papel de los anticuerpos en la respuesta inmune
contra las infecciones por Babesia, es esencial la actividad de las
células en esta respuesta. Se ha destacado la funcién de los
macrégafos, como células fagociticas, eliminando tanto a
parasitos como a eritrocitos parasitados (15). Ademas de ser
células presentadoras de artigeno, colaboran en la blastogenesis de
linfocitos especificos contra antigenos de Babesia (16), y actlan
como células productoras y secretoras de citocinas y reactivos
intermediarios del oxigeno y nitrogeno (14, 17).

Los estudios in vitro de la cinética de las actividades
fagocitica y oxidativa de monocitos y neutréfilos de bovinos
infectados con Babesia bovis, han mostrado que los monocitos
derivados de sangre periférica tienen una gran actividad
oxidativa y una capacidad fagocitica suprimida durante una
infeccion primaria. En contraste, los neutréfilos exhiben una
capacidad fagocitica incrementada pero, una reducida capacidad
oxidativa en infeccion primaria. Estos signos coinciden con la
mayor carga parasitaria, 10 que ha sugerido que los monocitos y
neutrofilos circulantes son mediadores activos de la respuesta
inmune innata a infeccién primaria por Babesia bovis (42).

Los linfocitos T en sus diferentes subpoblaciones son también
parte importante de la respuesta inmune anti-Babesia. Se ha
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demostrado  mediante inmunizaciones realizadas con
esporozoitos irradiados, que las células T citotoxicas o células T
CD4, CD8 -+, confieren inmunidad protectora contra malaria en
ratones y humanos. Las células T CD8 + reconocen fragmentos
de antigenos derivados del parasito, expresados en con junto
con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHCI) clase | sobre las células infectadas. La especificidad
del reconocimiento de las células T CD8 + esté influenciada por
las moléculas del MHC clase |, identificando a este fendmeno
como restriccion por moléculas del MHC. Este evento de
reconocimiento induce la actividad celular efectora que elimina
alas células infectadas o impide el crecimiento del patdogeno que
estd dentro de ellas (18). Los eritrocitos a diferencia de los
hepatocitos, no presentan moléculas del MHC clase |, por 10
que el papel de las células CD8 + en la proteccion, solo es
relevante en el estadio pre-eritrocitico. Este estadio o fase pre-
eritrocitica no existe en la infeccién por Babesia. Pero se ha
demostrado que las citocinas inflamatorias como IFN - 2,
linfotoxina o FNT secretadas por estas células, son importantes
en la resolucion de enfermedades hemoparasitarias,
incluyéndose a la babesiosis (19, 20, 21). Sin embargo, falta
mucho por explicar sobre la funcidon de las células CD8 +en la
respuesta inmune contra infecciones por Babesia spp. (18,22).

Una pequefia porcion de células T expresan el TcR?d, el cual
reconoce antigenos en una forma restringida o no, por
moléculas del MHC; sin embargo, la actividad funcional de
este tipo de células se mantiene préacticamente desconocido
(12). Existen algunas evidencias de su funcionalidad en la
respuesta inmune a algunas enfermedades infecciosas como las
producidas por micobacterias o por leishmanias (47). En la
malaria, se ha estudiado el papel de las células T 2d,
demostrandose que cuando se resuelve la infeccid n, existen
grandes cantidades de células
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gama delta. Por lo que se considera que ésta subpoblacion de
células T, puede coadyuvar en la eliminacion de los estadios
sanguineos de malaria (23). También se ha sugerido que las
células T?d se asocian a la eliminacion del parasito (24). Como
una funcién citolitica y/o inflamatoria de las células T?2d en la
respuesta a malaria por P. falciparum en individuos no expuestos,
cuyas células se confrontaron in vitro con el parasito (23,25).
También se ha demostrado que las células T?d responden mejor a
pardsitos vivos que muertos, por |0 que se sugiere que
Plasmodium falciparum produce sustancias que estimulan alas
células en cuestion (26). A pesar de estos datos, existen realmente
pocos o nulos datos a cerca de la funcion de las células T2d en
infecciones bovinas por Babesia. Se sabe que la poblacion de
estas células es mayor en becerros, alcanzando hasta un 70% del
total de células mononucleares circulantes, a diferencia de lo que
alcanzan en animales adultos con apenas un 10% (2). La elevada
cantidad de células gamma/delta, ha sugerido una importante
contribucion contra infecciones por hemoparasitos en bovinos, 10
gue podria asociarse a la condicion refractaria de los terneros a la
babesiosis bovina.

La transferencia de células T CD4 + ha probado que puede
conferir inmunidad protectora contra estadios asexuales
sanguineos de malaria murina. Algunos datos demuestran el
papel de las células T cooperadoras (Th) en la inmunidad
protectora contra malaria 'y babesiosis. Se han observado mayores
respuestas proliferativas en células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) procedentes de bovinos protegidos contra B.
bovis que en células procedentes de animales que nunca han sido
expuestos a Babesia (16, 27). En infecciones agudas por
Plasmodium chabauidi se ha observado in vivo un tipo de
respuesta Th-1 en la fase aguda de la infeccién y posteriormente
un tipo Th-2 en la fase de control de la parasitemia, haciendo
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evidente la importancia de las células CD4 en fa respuesta
inmune contra hemoparasitos (28).

La estimulacion in vitro de las células T de memoria,
procedentes de bovinos inmunizados con extracto crudo de
Babesia o con proteina recombinante, asociada a roptria-1 (RAP-
1); han inducido preferentemente un tipo de respuesta Th-|
caracterizada por niveles mayores de IFN - ? que de
interleucinad4 (IL-4) (29,30). Este tipo de respuesta (Th-1) fue
detectada en células T procedentes de ganglio linfatico y de
sangre periférica de bovinos inmunizados con proteina RAP-I
nativa de B. bigemina en adyuvante de RIBI® y fue asociada con
proteccion contra un desafio homélogo de cepa (14,30).

Clonas de células T CD4 + especificas contra RAP-I de B.
bigemina que expresaron altos niveles de IFN- ? y menores
niveles de IL-4, indujeron la secrecion de 1gG 1 e 1gG2 por
células B autélogas, después de una interaccion de células By T
(13). Sobrenadantes procedentes de cultivos de células T
cooperadoras especificas a B. bovis en presencia de IFN - ?y
FNT estimularon la produccién de éxido nitrico (NO) por
macrofagos (17). Estos dos ultimos estudios demuestran el
efecto de las células T CD4 + sobre la produccién de 1gG 1 e
IgG2 y sobre la funcién efectora de los macrofagos.

Por otra parte, se ha evidenciado que los anticuerpos
producidos en animales en la fase temprana de la infeccion con
Babesia bovis, no poseen los atributos caracteristicos de
neutralizacion y opsonizacion (43).

Siempre que se han estudiado células T CD4 + estas han
producido Interferon gamma, de tal manera que estas células
han sido clasificada como Th-1, con poca o nula produccién de
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IL-4, 0 COmO Th-O (29). En distintOs trabajos se ha demOstradO
la funcion clave del interferon gamma, en la inmunidad cOntra
infecciOnes pOr hemOparasitOs (22, 31, 32, 33).

La IL-10 se ha demostrado que posee actividades
inmunorregulatorias; mediante el ensayo de transcripcion
reversareaccion en cadena de la polimerasa (RT-peR) in vitro,
notandose que la expresion a nivel de acido ribonucléico
mensajero (MRNA) de sintetasa @& 6xido nitro SO (iN OS) fue
disminuida; similarmente ocurrié Con las citocinas involucradas
en la sefial de iniciacion de la transduccion de oxido nitroso, IFN
y TNF. También se demostr6 la importancia de iNOS en la
respuesta exitosa contra la infeccion COn Babesia bovis,
denotando la elevada y persistente expresion de IL-10 a nivel de
MRNA, cuando la respuesta inmune era no satisfactoria (43).

En estudiOs in vitro se ha demostrado que los macrdéfagos
activados por B. bovis se asocian al incremento en la expresion de
citocinas inflamatorias IL-1R8, IL-12 y factor de necrosis tumoral
(TNFa). Los que se han considerado importantes para estimular
la inmunidad innata y adquirida contra protozoarios patdgenos.
En estos estudios se mostré también que una fraccion lipidica de
eritrocitos infectados con B. bovis es capaz de estimular la
expresion de sintetasa de 6xido nitroso (iINOS) y la produccion de
oxido nitroso (NO). En base a este tipo de observaciones se cree
gue B. bovis induce una respuesta inmune que permite controlar
la replicacion de los parasitos, lo cual puede resultar en la
sobrevivencia del hospedador bovino y la persistencia del
parésito (41).

En becerros infectados con Babesia bovis, durante la fase
temprana, se ha observado una breve actividad de &éxido nitroso
debido a una induccién también breve de iNOS en el bazo de los
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becerros; esto no ocurre en el bazo de animales adultos. Se ha
determinado que el mensaje de iINOS es seguido de una temprana
induccién de IL-12 y de IFN - ? Estas observaciones han sugerido
gue la influencia de citocinas sobre la actividad celular, es de
tipo-1 (Th-I) y que en el control inicial de la infeccion se requiere
de un excelente mecanismo de regulacién para prevenir procesos
patol6gicos asociados a la sobreproduccion de 6xido nitroso y
citocinas pro-inflamatorias (45).

[11. Discusiéon y conclusiones

La inmunidad en babesiosis bovina sugiere que la respuesta
inmune protectora, involucra tanto a una respuesta de células T
cooperadoras tipo Th-I como la produccion de anticuerpos
opsonizantes y fijadores de complemento, asi como también a la
funcién efectora de los macr6fagos. El control de la infeccion
aguda y el mantenimiento de la inmunidad clinica parecen
determinadas por la interrelacion de las respuestas de inmunidad
innata y adquirida (44).

La mayoria de las observaciones citadas anteriormente han
sido realizadas en condiciones in Vvitro y regularmente en células
procedentes de bovinos machos. Son escasos 6 inexistentes las
observaciones en diferentes estados reproductivos de lo que
ocurre in vivo contra babesiosis bovina. Se desconoce qué sucede
en hembras gestantes o en bovinos inmunocomprometidos.

El conocimiento de los mecanismos utilizados por los
parasitos para sobrevivir dentro del hospedador bovino de la
forma aguda a la crénica, que involucran la respuesta inmune
adquirida e innata, deben ser bien definidos para aplicarlos en el
disefio de vacunas efectivas contra |a babesiosis bovina.
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