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Resumen:

Con el objetivo de poder desarrollar una alternativa inmunoprofilactica frente a la babesiosis bovina a partir de material deshidratado,
en el presente trabajo se realizaron y compararon distintas técnicas de deshidratacion de glébulos rojos (GR) parasitados con
Babesia spp. como medio de conservacion del hemoparasito. Para esto, se iniciaron cultivos in vitro a partir de eritrocitos parasitados
con Babesia bovis R1A y Babesia bigemina S1A, cepas vacunales, criopreservadas. Mediante centrifugacion, se descarto el
sobrenadante (SN), y el paquete globular (PG) fue mezclado en partes iguales con distintas soluciones criopreservadoras:
Dimetilsulfoxido (DMSO), Polivinilpirrolidona (PVP), Glicerol y Dextrosa. Las suspensiones asi obtenidas fueron sometidas al proceso
de deshidratacion por liofilizacion. Se incluydé ademas la técnica de deshidratacién por spray-drying, en la cual no es necesaria la
utilizacién de sustancias crioprotectoras. Mediante ambos procesos de deshidratacion, se obtuvo un polvo fino y uniforme.
Posteriormente, dicho material fue rehidratado con solucion buffer fosfato (PBP), solucion Vega y Martinez (VYM), solucion
fisiolégica, agua destilada y solucion de sacarosa 0,25, 0,50 y 1 M. Los GR asi reconstituidos, fueron evaluados respecto a
morfologia e integridad de membrana mediante microscopia éptica (MO) por extendidos tefiidos con Giemsa y microscopia de
barrido electronico (MEB). En las condiciones de trabajo, el crioprotector mas adecuado para el proceso de liofilizaciéon fue la PVP,
que permitié una correcta deshidratacion del material, no logrando resultados favorables al usar glicerol, DMSO y dextrosa. La
reconstitucion del PG liofilizado dejé en evidencia que la solucién de sacarosa 0,25 M y el PBS presentaron un alto porcentaje de
recuperacion relativa, logrando observar hasta un 50% de eritrocitos liofilizados con morfologia conservada al utilizar el primero,
bajando dicha tasa de recuperacion a 30% con PBS. Por su parte, los demas reconstituyentes no lograron proveer un medio
adecuado para la rehidratacién del PG. Mediante la técnica de spray-drying se logré una adecuada deshidratacion de las distintas
suspensiones, sin embargo, no se logré un porcentaje de recuperacion celular considerable con ninguna de las soluciones de
rehidratantes. Por otro lado, la observacion del reconstituido utilizando MEB evidenci6 eritrocitos aislados con una morfologia
relativamente conservada al usar PBS como disolvente, siendo en segundo lugar la solucién de sacarosa 0,25 M y posteriormente la
solucion salina los mejores reconstituyentes para ambos deshidratados. El tamafio de los eritrocitos oscilé entre 3 a 5 micras,
pudiéndose apreciar una reduccién entre el 20 a 50% de su tamafio normal. Estos resultados, alientan a la continuar con la puesta a
punto de las técnicas de conservacion propuestas, ya que, si los GR son capaces de mantener su morfologia, un comportamiento
similar podria esperarse para los hemoparasitos.
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