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RESUMEN

La produccion pecuaria bajo sistemas de pastoreo en clima tropical, favorece las
infecciones por nematodos como Haemonchus placei. Por esta razén, se ha
buscado el desarrollo de otras alternativas de control, como es el uso de agentes
inmunizantes involucrados en la induccién de una respuesta inmune madura frente
a infecciones parasitarias. El objetivo del presente estudio fue analizar el perfil de
proteinas de los productos de secrecion (ESP) derivados del primer estadio
endoparasito de H. placei y su efecto en diferentes factores inmunes, asi como de
las poblaciones de linfocitos TCD4" y Ty§". Se realiz6 la obtencién e identificacion
molecular de H. placei para la preparacion de los ESP del cuarto estadio (L4) a las
24 h de cultivo in vitro. Se determinaron caracteristicas bioquimicas de los
productos por peso molecular, punto isoeléctrico y actividad de proteasas.
Asimismo, se evalué su funcién en diferentes factores inmunes por expresion
relativa (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IFNy, TGFB, FCeR1A, B-2
microglobulina) y citometria de flujo (CD4", Tys" e IL-4). La cuantificacion de la
expresion se realiz6 por Retro Transcripcion y PCR en Tiempo Real (RT-qgPCR) en
células sanguineas mononucleares (PBMC’s) activadas con ESP. El andlisis del
efecto de los ESP de H. placei sobre el porcentaje de linfocitos TCD4", Tyd" e IL-4
se realizé por citometria de flujo a las 24 y 48 h post estimulacién. Los resultados
del perfil de proteinas de los ESP muestran dos bandas de 15y 70 kDa. La banda
de 70 kDa present6 actividad enziméatica, contrariamente a la banda de 15 kDa. El
analisis de expresion relativa de IL-5, IL-6, IL-13, IL-4 y FCeR1A sugiere que las
proteinas de 15 kDa tienen una activa participacion en la respuesta inmune tipo
Tw2. En contraste, las proteinas de 70 kDa parecen activar mecanismos inmunes
regularorios relacionados a procesos inflamatorios a través de IL-8, TGFB1 e IFNy,
y por la estimulacion de linfocitos TCD4" alas 24 hy de Tyd" a las 24 y 48 h. Cabe
mencionar que ambos tipos de linfocitos estan relacionados a la funcionalidad de
la respuesta inmune tipo T2 a nivel de la mucosa gastrointestinal, situacion que
es relevante en este tipo de parasitosis y que podria estar asociada a los ESP de
la Ly de H. placei indicando su posible actividad biol6gica durante la interaccién

hospedero-parasito



1. INTRODUCCION

Las infecciones por nematodos gastrointestinales (NGI) se encuentran
ampliamente distribuidas en todo el mundo y constituyen uno de los principales
problemas que afecta al sector pecuario en regiones tropicales y templadas
(Aguilar-Caballero et al., 2008). Dentro de este complejo de NGI, la hemoncosis es
una enfermedad parasitaria generada por el nematodo de abomaso de rumiantes,
Haemonchus placei de habitos hematofagos que afecta severamente a bovinos

jovenes (Vazquez, et al., 2004).

El ciclo de vida de H. placei es directo, presenta estadios que evolucionan en el
ambiente y estadios endoparasitos (LOpez-Arellano, et al., 2011). Los estadios
endoparasitos se alimentan de sangre causando anemia, disminucion en la
ganancia de peso, diarrea que, en casos agudos provoca la mortalidad en bovinos
jovenes (Bowman, 2008). EI manejo sanitario para el control de NGI se realiza con
base en el uso de farmacos antihelminticos (Coles et al., 2006; Lozano y Arias,
2008). Sin embargo, el uso indiscriminado de los mismos ha generado problemas
de resistencia antihelmintica y de toxicidad ambiental. Por éstas razones, se busca
la integracién de otras estrategias de control con apoyo en el conocimiento de la
respuesta inmune que incluye la seleccién genética de individuos tolerantes a la
infeccion y métodos preventivos como es la aplicacion de vacunas (Halliday et al.,
2009)

Los Productos de Secrecion (ESP) liberados por estadios endoparasitos de
nematodos como Haemonchus placei (parasito de rumiantes) favorecen la
invasion a tejidos y la adquisicion de nutrientes; mecanismos de la interaccion
hospedero-parasito que al ser identificados podrian ser posibles potenciales
agentes inmunizantes en las estrategias de prevencion (Newton y Meeusen,
2003). Previos estudios realizados a partir de los ESP han notificado la relevancia
de éstos antigenos para la regulacion de la respuesta inmune, incluso algunos de
ellos identificados como glicoproteinas tiene actividad de proteasas, cuya funcion
biolégica contribuye a la invasion del hospedero en la especie H. contortus

~1~



(Miranda, et al., 2007). Durante la infeccion diversos mecanismos inmunes regulan
el dafio causado por NGI, principalmente la inflamacion. Estos mecanismos se
caracterizan por el incremento de linfocitos tipo Ty2 (respuesta inmune adquirida)
con la presencia de glicoproteinas de membrana tipo CD4" especificas en el
reconocimiento  péptidos grandes unidos al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) clase Il (Borkog et al., 2000). Los linfocitos Ty2
activados por el MHC inician una cascada de sefializacion para estimular
mecanismos celulares a través de proteinas secretadas como son las citocinas,
grupo de moléculas con diferente actividad pero que actdan en sincronizacion. Un
ejemplo claro de una citocina secretada por este tipo de células es la IL-4, esta
citocina estimula la produccion de anticuerpos IgE, para la identificacion de
antigénos y defensa contra agentes patdogenos que causan alergias, como los NGI
(Shea-Donoju et al., 2015). La actividad de IL-4, asi como de otras citocinas
asociadas al proceso de inflamacion (ej. IL-6 e IL-8) fueron notificadas por Reyes-
Guerrero et al., (2018) durante el inicio de la infeccion por H. placei bajo
condiciones in vitro. Los autores observaron regulacién de la expresion modulada
por dos ESP, identificadas como proteinas de 65 y 72 kDa aproximadamente. Lo
cual sugiere que los ESP de H. placei podrian tener una funcién bioldgica
importante en la interaccién hospedero-parasito. Sin embargo, se requiere realizar
estudios que permitan conocer las caracteristicas bioquimicas de los ESP de H.
placei, asi como su posible funcion dentro del sistema inmune. La presente
propuesta pretende identificar, caracterizar y determinar la posible funcién
inmunolodgica de los ESP del nematodo H. placei derivados de la larva histiotropica
o larva cuatro (Ls). Los ESP son secretados durante el proceso de invasion al
tejido, digestion de alimentos, y desarrollo de los diversos estadios endoparasitos
de NGI. La caracterizacion parcial y evaluacion del funcionamiento de los ESP de
H. placei en la activacién de la respuesta inmune permitira apoyar el desarrollo de
posibles agentes vacunales, asi como estudios dirigidos a conocer de la biologia

de este tipo nematodo.



2. MARCO TEORICO

2.1 Produccién pecuaria: México

La creciente demanda del sector ganadero ha sido cubierta por las grandes
cadenas de produccion ganadera y sistemas tradicionales de produccion, sustento
para 1 300 millones de personas en zonas rurales (FAO, 2016). El sector pecuario
ha crecido a una tasa anual de 3.7%, dénde la produccién de carne incremento su
demanda en un 2.45%, de la cual América latina y el Caribe producen el 23% de la
carne derivada de bovinos domésticos y de bufalos a nivel mundial. Asimismo,
éstas regiones producen el 11.2% de leche y sus derivados, siendo el 85% de
origen vacuno (FAO, 2018). Cuadro 1.

Cuadro 1. Panorama del mercado mundial de la carne

2016 2017 Variacion de
estimacién| prondstico 2017 a 2016
Millones de toneladas %
BALANZA MUNDIAL
Produccion de Carne en: 321.0 322.0 0.3
Bovino 68.3 69.6 1.9
Ave 117.2 117.7 0.4
Cerdo 115.6 114.7 -0.8
Ovino 14.4 14.5 0.6
Comercio de Carne en: 31.2 32.0 25
Bovino 8.9 9.0 0.8
Ave 12.8 13.2 29
Cerdo 8.3 8.6 4.1
Ovino 0.9 0.9 -2.0

Indicadores de la ofertay la demanda

Consumo humano per capita:
Mundial (Kg/ afio) 431 | 42.7 | -0.9
FAOQO: Perspectivas alimentarias-Analisis del mercado mundial 2017

En el 2017 en América Central la produccion de leche aument6 en 1.1% con 17.6
millones de toneladas, siendo México el mayor productor. Actualmente, la
produccion de carne ocupa la octava posicion y la produccion de leche el treceavo
lugar. El cuadro 2 muestra los principales estados en México productores de carne
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y de leche. Ademas, la contribucion de la ganaderia no se centra sélo en la
produccion de alimentos, también involucra productos como pieles, fibras vy
fertilizantes relacionados en la produccion pecuaria (FAO, 2016).

Cuadro 2. Principales entidades productoras de carne y leche

Entidad % en el total Lugar
Producto . . :

federativa nacional nacional

Veracruz 13.4 1 de 32

Carne | Guadalajara 115 2 de 32
Chiapas 6.1 3de 32
Guadalajara 19.2 1 de 32

Leche Coahuila 11.9 2 de 32
Durango 10 3de 32

LACTODATA, 2018; SIAP, 2016

2.2 Problemas en el sector ganadero: NGI

En México, la ganaderia se desarrolla de dos formas: 1. Extensiva, bajo sistemas
de pastoreo y 2. Intensiva, donde los animales reciben alimento procesado y estan
en confinamiento. En los sistemas de produccion de la ganaderia extensiva, los
bovinos se encuentran expuestos a infecciones por diversos tipos de parasitos,
entre los mas importantes estdn los NGI (Encalada-Mena et al., 2009). Las
nematodosis se localizan en diferentes regiones geogréficas, dependiendo de su
adaptacion al ambiente, asi las especies de Trichostrongylus spp. y Cooperia spp.
predominan en regiones templadas; Ostertagia spp. y Nematodirus spp. en
regiones nérdicas y en regiones subpolares; y Haemonchus spp., Strongyloides
spp. Y Oesophagostomum spp. en las regiones del cinturén ecuatoriano (Vazquez
Prats et al., 2004). Dentro de la familia de Trichostrongilidos se encuentran los
géneros de mayor impacto negativo en las regiones de clima tropical como
Haemonchus, Mecistocirrus., Trichostrongylus, Cooperia y Oesophagostomum

(Waruiru et al., 2001), comunmente presentes en infecciones mixtas.

2.3 Diagnéstico parasitologico
El diagndstico preciso del género en las parasitosis es importante para la eleccién
del tratamiento y del monitoreo de su eficacia. Las infecciones por NGI en

rumiantes se encuentran (en su mayoria) en el tracto digestivo, por lo que su

~4 o~



diagnostico se realiza mas frecuentemente en muestras fecales. Por esta razon, el
desarrollo de métodos cuantitativos de bajo costo a través del recuento de huevos
de parésitos en las heces nos permite estimar el nivel de infeccién para llevar a
cabo la seleccibn de animales resistentes, vigilancia en tratamientos
antihelminticos e incluso obtener informacion de los efectos en la respuesta
inmunologica (Levecke et al., 2012). Sin embargo, las semejanzas en la
morfologia de los huevos de las diferentes especies de NGI hace su identificacién
dificil de realizar, por lo cual actualmente el diagnéstico depende en gran medida
de métodos basados en la identificacion morfologica de las larvas en el estadio
infectante obtenidas a partir de coprocultivos. No obstante, el desarrollo de cultivos
larvarios y la identificacion morfolégica requieren tiempo y personal de laboratorio
calificado, por ello en los ultimos afios se ha utilizado la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR)
para detectar las regiones de ADN ribosomal para identificar los diferentes

géneros parasitarios (Sweeny et al., 2011).

Dentro de los modelos biologicos para el estudio de los NGI destaca la especie H.
placei debido a su patogenicidad, y multiples mecanismos de desarrollo y similitud

morfologica con otros NGI.

2.4 Haemonchus spp.

Los parasitos del género Haemonchus spp. tienen como hébitat definitivo el
abomaso (estdbmago) de los rumiantes de regiones tropicales y templadas. Las
especies propias de este género son H. contortus y H. bispinosus para ovinos y
caprinos; H. placei y H. similis para bovinos. Estos presentan, habitos histiéfagos y
hemato6fagos por lo que presenta coloracion roja en intestino que se entrelaza con
el utero de color blanquecino en caso de las hembras, a éste género también se le

denomina “palo de barberia” (Tehrani et al., 2012).

Haemonchus spp., pertenece al Reino: animalia; Phylum: Nematelmintos; Clase:
Secernentea; Orden: Strongylida; Superfamilia: Trichostrongyloidea; Familia:

Haemonchidae; Género: Haemonchus (Sanchez , 2006).
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2.4.1 Morfologia

El género Haemonchus spp. es de los mas largos de la superfamilia
Trichostrongyloidea. Las hembras miden 3 cm de longitud, poseen una vulva en la
parte media del cuerpo. EI macho mide 1.5 cm y presenta como principal
caracteristica una bursa copulatriz con rayos laterales en forma de “Y", cilindrica y
alargada con menos de 7 mm de longitud, ademas poseen espiculas que le sirven
de guia para copular con la hembra (Enrique, 2005). El género Haemonchus
posee una pequefa lanceta oral que le sirve al parasito para romper los vasos
sanguineos y alimentarse, aparato digestivo, canales excretores laterales, papilas
cervicales sensoriales, sistema nervioso y reproductivo (Bowman et al., 2011). La
larva infectante (L3) de Haemonchus presenta como caracteristica un esoéfago
filariforme, una cabeza angosta redondeada, la vaina forma una cola de longitud
media que termina en un punto fino, posee 16 células intestinales y mide una
longitud de 650-890um (Van WyK y Mayhew 2013), ver Fig. 1.

p del | Puntadela
Poro . . untade la cola coladela
excretor et delalarva 3
genital vaina
Eséfago
filariforme l
= PRI | R L o
’ = ] Te (0
Intestino Ano
. . Células
Vaina del estadio intestinales
L Bayoneta

Figura 1. Morfologia del estadio infectante de H. placei. La imagen muestra las
principales caracteristicas morfologicas de Lz como son 16 células intestinales que la
conforman con granulos lipoides que le aportan energia debido a que no se alimentan en
esta etapa. Ademas, posee una longitud de 650-890 um y en la punta de la cola de larva
se observa una curvatura muy caracteristica de la especie del nematodo denominada
“pbayoneta”. Fuente: Propiedad de la autora del presente trabajo, con referencia de (Van
Wyk y Mayhew, 2013)



2.4.2 Ciclo biolbégico

Haemonchus spp. presenta ciclo de vida directo (no involucra hospederos
intermediarios) con dos fases de desarrollo: no parasitica o exdgena desde huevo
hasta la larva del tercer estadio (Ls), y fase parasitica o enddgena, desde la
ingestion de L3 hasta la formacion de los adultos (Lopez-Arellano et al., 2011).

En el abomaso después de la copula la hembra expulsara entre 5,000 a 10,000
huevos por dia al ambiente (Fiel et al., 2011). Posteriormente, a temperatura
alrededor de 25°C y humedad del 80% el huevo eclosionara para dar origen a
larvas del primer estadio (L1), las cuales mudaran y posteriormente se convertiran
a larvas del segundo estadio (L,). Las larvas L; y L, se alimentan de bacterias,
hongos y detritus presentes en la materia fecal, después sufren una nueva muda
para formar la L3. Este estadio se encuentra cubierto por una cuticula de queratina
que le confiere proteccion y no le permite alimentarse, por lo que la larva
dependera de sus reservas energéticas para su sobrevivencia (Hempworth et al.,
2006; Aroztegui et al., 2013).

—

Fase endégena
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Figura 2. Ciclo Biolégico de Haemonchus spp. Fuente: Propiedad de la autora del
presente trabajo, con referencia de (Soulsby, 1987).



Las condiciones ambientales adecuadas, como bajas temperaturas y luz tenue
hacen que la L3 migre hacia las puntas de las hojas de los pastos para ser
ingeridas por los rumiantes. Cuando la L3 empieza a migrar por el sistema
digestivo y llega al rumen, pierde su cuticula exterior por accion del incremento de
pH (5.5 a 7.0), atmosfera de CO, y actividad enzimética (ej. pepsindégeno).
Inmediatamente después la Lz ya sin vaina rompe tejido abomasal donde sufrira
dos mudas mas convirtiéndose en larva del cuarto estadio (L4). Posteriormente,
emerge como pre-adulto o larva cinco (Ls) para madurar sexualmente como

parasito adulto (Mildrey et al., 2005).

2.4.3 Patogenia

Durante el proceso de desarrollo y patogenia de la infeccion, los estadios
endoparasitos de Haemonchus spp. son hematéfagos. En su desarrollo como
larvas parésitas, Haemonchus spp. causa lesiones en tejido abomasal de los
rumiantes, como consecuencia de la invasion de larvas y como parte de su
crecimiento. Este desarrollo se lleva a cabo entre las células epiteliales de la pared
estomacal. Una vez que las larvas han finalizado su primer estadio endoparasito
(L4), migran a la luz del abomaso para evolucionar a los siguientes estadios como
Ls y adulto (Balic et al., 2000).

Huevos
L3
—
:.. > :_ P h
i m
B ¥ d )
q ) A i;
q } .}J ¥
: ¥ 4 0
} %)) &
L3 L4
—— _—_ ——> Adulto

Figura 3. Ciclo biologico del estadio L; a adulto. Fuente: Propiedad de la autora del
presente trabajo, con referencia de Soulsby, 1987.
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En la morfologia de los endoparasitos destaca la lanceta oral, estructura necesaria
para alimentarse a través de los vasos sanguineos. Ademas, secretan sustancias
anticoagulantes en las lesiones, de tal manera que éstas seguirdn sangrando.
Debido a esto se produciran alteraciones como hiperplasia, descamacion y
disminucién de la secrecion de acido clorhidrico facilitando el aumento de pH en el
aparato digestivo del bovino. El aumento de pH repercute negativamente en la
digestion proteica y el efecto bacteriostatico, aumentando el nUmero de bacterias y
apareciendo diarreas (Gallego, 2006). Por otro lado, el grado de infeccién de un
animal dependera de la capacidad que tenga el individuo para resistir la infeccion,
dada por la constitucion genética del mismo, asi como la edad, raza y grado de
nutricion de este. Por esta razon, se observan animales jovenes con mayor
susceptibilidad a infecciones agudas por inmadurez del sistema inmune, situacion
que provoca retraso en su crecimiento e incluso muerte en animales menores
(Mildrey et al., 2005).

Dentro de su ciclo de vida la L, de Haemonchus spp tiene la capacidad de entrar
en estado de hipobiosis (disminucion del metabolismo) para asegurar la
supervivencia del pardsito cuando se encuentra expuesto a condiciones
ambientales adversas entre las células epiteliales del abomaso en el hospedero
(Soulsby, 1962). Se ha sefialado que en la hipobiosis intervienen factores
inmunolégicos de hospedero, sexo, edad y raza por lo que se puede presentar en
condiciones adversas durante el desarrollo de L4 (e]. incremento de temperatura y

pH) debido a la respuesta inmune del hospedero (Soulsby, 1987).

2.5 Inmunologia de los bovinos

La inmunologia es una ciencia que estudia el sistema inmune de todo organismo
vivo, invertebrado (insectos) y vertebrados (ser humano y animales), cuya funcién
es defender a los individuos de particulas extrafias y patégenos. Los procesos
inmunes entre los diferentes organismos vivos, muestran similitudes entre ellos,
sin embargo, existen diferencias muy significativas que distinguen a cada
hospedero con base en el reconocimiento de sus propios antigenos. Estas

diferencias son marcadas principalmente por moléculas del sistema inmune,
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denominadas Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC, Major
Histocompatibility Complex, por sus siglas en inglés). A través de la investigacion
del MHC, los estudios relacionados a infecciones por patdgenos han contribuido a
estudiar su biologia para analizar sus posibles métodos de diagndstico y control

inmunoldgico (Abbas et al., 2015).

El presente proyecto de tesis pretende contribuir al estudio de proteinas derivadas
de un nematodo parasito, H. placei, altamente patdgeno para bovinos. Los
animales han desarrollado mecanismos inmunes naturales y adquiridos para
protegerse del dafio provocado por este patdégeno, entre estos mecanismos las
barreras externas como la secrecion de saliva, pH y enzimas con actividad
proteolitica contribuyen en las defensas del hospedero (De veer et al., 2007). Sin
embargo, cierta cantidad de larvas de Haemonchus logran evadir esta barrera y
migran hacia su habitat definitivo, el abomaso. Durante su trayecto, las larvas de
nematodos deben pasar otras barreras anatomo-fisiolégicas especificas de los
bovinos. Debido a que las L3 de H. placei ingresan por via oral al pasar por los tres
compartimientos pre-estomacales de los bovinos, el rumen, reticulo y omaso, la
larva se va desprendiendo de la cuticula de queratina que la protegié6 como
estadio de vida libre. La importancia de éstos compartimientos se debe a que, en
el rumen, se encuentra un gran niamero de bacterias y protozoarios que le ayudan
al rumiante a digerir el alimento, sin causar dafo porque son fauna normal del
hospedero. En contraste, estos microorganismos también contribuyen a las
defensas del hospedero debido a que inhiben la invasion de patdégenos. En la
invasion al tejido, las Lz dafian la integridad y funcionalidad de las células del
estobmago, causando inflamacién y desordenes fisioldgicos (ej. mala digestion).
Estos mecanismos, a su vez, atraen células del sistema inmune con objeto de

regular la infeccién parasitaria.

2.5.1 Mecanismos de defensa natural

Diversos estudios de los mecanismos inmunoldgicos han descrito los multiples
factores inmunes involucrados en la adquisicién de resistencia y regulacion de las

parasitosis internas, como son los nematodos. Sin embargo, estos mecanismos
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son especificos con base en la interaccion hospedero-parasito. Por ejemplo, los
rumiantes han desarrollado una gran variedad de mecanismos inmunes que
reconocen los diferentes estadios larvarios de NGI, asi como los ESP, proteinas
de superficie y extractos crudos (Meeusen et al., 2005). ElI conocimiento de los
mecanismos inmunes que desempefian un papel importante en la proteccion del
hospedero son importantes para el desarrollo de vacunas, diagndstico y seleccion
de individuos resistentes genéticamente a nematodos (Miller y Horohov, 2006;
Piedrafita et al., 2010). Entre las funciones del sistema inmune se ha observado
gue evita la invasion de larvas y afecta fecundidad de las hembras disminuyendo
su capacidad para ovopocitar (Halliday et al., 2009; Murphy et al, 2011). Durante
los procesos de invasion y desarrollo, las larvas de H. placei, asi como de otros
NGI causa la ruptura de tejido, y debido al dafio celular y accién de los
mecanismos de inflamacion se incrementa la poblacibn de células
polimorfonucleares, que eliminan productos vaso activos en conjunto con la accion
de enzimas del aparato digestivo (ej. pepsinégeno) e interrumpen el desarrollo de
larvas (Balic et al., 2002). Ademas, los mecanismos inmunes presentan una serie
de proteinas efectoras circulantes (ej. factores de coagulacion) y diversas citocinas
(TNF, IL-1, IFNa, IFNB, IFNy, IL-12, IL-15, IL-10, TGFp, etc.) que contribuyen en la
regulacion de la infeccién por nematodos y también participan activamente como

células de memoria inmunoldgica (Meeusen et al., 2005).

2.5.2 Mecanismos de defensa de lainmunidad adquirida

La inmunidad adquirida o memoria inmunologica se desarrolla durante la
patogenia de la hemoncosis a través de la participacion de dos clases de células,
los linfocitos T (inmunidad celular) y los linfocitos B (inmunidad humoral). Los
linfocitos T y B son células que se generan en la médula 0sea, circulan en la

sangre y sistemas linfaticos para habitar en diversos érganos linfoides.

En los linfocitos T, se distinguen dos subpoblaciones distintas denominadas
linfocitos TaB" y linfocitos Tyd", que presentan receptor de células T (TCR) con
caracteristicas estructural y funcionalmente distintas: el receptor clonotipico Ta3 o

Tyd (encargado del reconocimiento antigénico) y el complejo CD3 (responsable de
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la traduccion de sefiales durante la activacion). El linfocito TaB™ virgen identifica al
antigeno a través del MHC, el linfocito prolifera y se diferencia en linfocito T de
memoria y posteriormente en células T efectoras. Se han clasificado a la fecha
dos subpoblaciones de células ToB", colaboradoras (Ty) y citotdxicas (Tc) (Abbas
et al., 2015). Una vez que la célula Ty reconoce la interaccion antigeno-MHC, ésta
se activa y secreta moléculas conocidas como citocinas (Abbas et al., 2008). Por
otro lado, los linfocitos Tyd" en su mayoria no requieren moléculas clasicas
presentadoras de antigeno, y parece que reconocen algunos antigenos de manera
similar a las interacciones anticuerpo-antigeno. Este grupo de células T es muy
poco frecuente, pero son abundantes en la mucosa del aparato digestivo,
formando parte de la poblacion de linfocitos intraepiteliales (Kotas y Locksley,
2018).

Respecto a los linfocitos B, éstos maduran en la médula 6sea y cuando la
abandonan, expresan un receptor de unién de antigenos Unico en su membrana
celular. Posteriormente, se diferencian en células B de memoria, los cuales
expresan el anticuerpo en su membrana, y linfocitos B efectores, que producen
inmunoglobulinas (IgA, 1gG, IgE, IgM). La respuesta adquirida es activada en el
momento en que los antigenos son reconocidos de forma especifica por linfocitos
B y T (Rojas-Espinosa, 2006). En nematodosis gastrointestinales, se ha observado
que los linfocitos TaB®, que expresan marcadores de membrana tipo CD4", son
importantes en los procesos de inmunidad adquirida contra NGI. Una vez
activados las células T se inicia la produccién de citocinas especificas y células
polimorfonucleares como son los eosindfilos y neutrdfilos para regular el dafio
causado por NGI. A su vez, la exposicion de antigenos (secretados u ocultos) de
NGI tienen la capacidad de estimular la poblacion de linfocitos B para la
produccion de anticuerpos como la IgE, especifica contra alergénos, como los

antigenos liberados por NGI (Meeusen et al., 2005; Hein et al., 2010).

2.5.3 Reconocimiento y procesamiento de antigeno
El nematodo al ingresar al hospedero, comienza a secretar antigenos, los cuales

desencadenan la activacion de las células que tienen la funcion de procesar y
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presentar de antigenos (ej. células dendriticas, macréfagos, linfocitos B, etc.). Los
linfocitos TaB®, solo reconocen fragmentos peptidicos lineales y cortos, unidos a
moléculas del MHC de clase | 6 Il. Las moléculas de la clase | se expresan en casi
todas las células nucleadas, mientras que las moléculas de la clase Il se expresan
s6lo en las células dendriticas, los linfocitos B, macréfagos y algunos otros tipos
celulares. La funcion efectora de los linfocitos Tc CD8" estan restringidos por el
MHC clase | para afectar patdgenos intracelulares y reconocer péptidos de 8 a 11
aminoécidos. Por el contrario, los linfocitos Ty CD4" restringidos por el MHC clase
Il'y reconocen péptidos extracelulares de hasta 30 aminoacidos o mas, como es el

caso de péptidos derivados de NGI (Vervelde et al., 2003).

La generacion de péptidos con las caracteristicas requeridas para asociarse a
moléculas del MHC depende de los mecanismos de procesamiento del antigeno
en las células presentadoras de antigeno. Los péptidos unidos al MHC clase 1l se
debe a la degradacién proteolitica de antigenos extracelulares fagocitados en
vesiculas y degradados en lisosomas. Posteriormente, se lleva a cabo la union del
MHC clase Il en las vesiculas. A continuacién, el complejo, MHC-péptido, es
transportado a la superficie celular para su reconocimiento por células Tap"
(Abbas et al.,, 2015). Sin embargo, en diversas ocasiones los rapidos cambios
antigénicos que presenta el nematodo dentro del hospedero no permiten una

respuesta adaptativa eficaz.

2.5.4 Activaciéon de células T

La activacion de células TaB* y su diferenciacion en células efectoras y de
memoria, implica el reconocimiento de antigeno, la co-estimulacion y la produccién
de citocinas. La activacion es iniciada por la interaccion del receptor de célula T
con un péptido antigénico unido a moléculas del MHC en células presentadoras de
antigeno. Ademas del reconocimiento antigénico, otras diversas proteinas de
superficie del linfocito T participan en el proceso de activacion. Entre ellas los
correceptores del linfocito T, el CD4" y CD8" se unen a las regiones no
polimorficas de las moléculas del MHC, complementando las sefales durante la
activacion del linfocito T (Abbas et al., 2015).
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En la inmunidad adquirida, los linfocitos T CD4" estan involucrados en la
resistencia a infecciones con H. contortus y otros parasitos, ya que han
demostrado estimular la actividad celular para la produccion de inmunoglobulinas
(Ig) y citocinas (Pefia et al., 2006). El marcador CD4" ademas de ser responsable
de la restriccion para reconocer MHC de clase I, potencia la activacién de cinasas
acopladas al complejo del receptor de células T para estimular mecanismos de
sefalizacion que culminaran en la transcripcion y regulacion de citocinas. Cada
subgrupo de linfocitos Tyl o Ty2 activa diferentes factores de transcripcion, entre
ellos STAT6 y GATA-3 que actian como reguladores en la diferenciacion de T2
al incrementar la expresion de los genes IL-4, IL-5 e IL-13 (Knot et al., 2009). La
resistencia a NGI en rumiantes involucra niveles altos de IL-4, IL-5 e IL-13. En
estudios realizados en ovinos por Jacobs et al., (2016) se observo sobre expresion
de IL-4 en mucosa del abomaso durante los primeros dias de infeccion por H.
contortus, asimismo genes involucrados en el aumento de la activacion de
macréfagos y de eosinofilos también se regularon positivamente. De igual manera,
estudios realizados en infecciones por Cooperia punctata demostraron regulacién
de IL-4 e IL-13 en animales resistentes e IL-2, [L-12p35, IFNy
y MCP-1 (Ty1) en los susceptible (Bricarello et al., 2008). Asimismo, en estudios
realizados con antigenos ocultos del intestino de H. contortus han mostrado
activar células de la clase Ty2 e IgG que ocasionan alteracion en la alimentacion y
malnutricion del parésito (Newton y Munn 2001).
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2.5.5 Inmunidad de barreras epiteliales y mucosas

La inmunidad del tracto gastrointestinal desempefia importantes funciones en la
defensa del hospedero contra infecciones por nematodos. Dentro del tejido
conjuntivo y de las mucosas se encuentran varios tipos de células epiteliales
intestinales (Vervelde et al., 2003). Entre ellas estan las células calciformes
secretoras de moco, que residen en la parte superior de las vellosidades
intestinales; las células epiteliales encargadas de la absorcién y secrecién de
citocinas; las células M captadoras de antigenos, que se encuentra por encima de
los tejidos linfaticos; y las células de Paneth secretoras de péptidos
antibacterianos. En una respuesta inmunitaria, los linfocitos T se encuentran en el
epitelio intestinal, dispersos a lo largo de la lamina propia, la submucosa y dentro
de las placas de Peyer, 6rgano linfatico (Abbas et al., 2015). Los linfocitos T CD4"
localizados dentro de las placas de Peyer y en otros foliculos adyacentes al
epitelio intestinal incluyendo los linfocitos Ty foliculares, y los linfocitos T de
memoria. En la respuesta inflamatoria local estimuladas por helmintos, se activan
el complemento, asi como mastocitos, células polimorfonucleares, etc., que
genera un ambiente favorable para la activacion de citocinas y linfocitos TCD4"
(Balic, 2000; Hein et al., 2010).

En estudios realizados por Zaros et al., (2010) y por Ibelli et al.,, (2011) en
muestras de tejido del abomaso durante una infeccion por H. placei se observé
aumento en la expresion de la interleucina 4 (IL-4) indicando polarizacion hacia la
respuesta inmune efectora tipo Ty2 en animales que presentaban resistencia a la
infeccién. Este tipo de respuesta tiene como caracteristica la activacion de
eosindfilos, receptor de IgE (FC&R1A), diversas citocinas, enzimas, radicales libres
de hidrégeno que produciran ruptura y lesiones en las paredes del pardsito,
provocando su muerte (Balic et al., 2006; Ortolani et al., 2013). Ademas, al
aumentar los mastocitos, éstos son capaces de producir mediadores de la
inflamacion (ej. histamina e heparina), asi como inmonoglobulinas (ej. IgA en

secreciones de la mucosa).
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Los linfocitos T que presentan en la membrana al marcador CD4" son reclutados
en organos linfoides secundarios (ej. ganglios y bazo) donde se reconoce al
antigeno para llevar a cabo la proliferacion de linfocitos T especificos. En este
proceso, la IL-2 inicia la sefalizacion y activacion de la proliferacion celular,
regulacion de citocinas, quimiocinas y otros factores inmunolégicos. Una vez que
se ha finalizado el periodo de reclusion, los linfocitos T pueden ser detectados en

la sangre y organos linfaticos como células efectoras (Meeusen et al., 2005).

2.6 Métodos de control

2.6.1 Control antihelmintico

En la actualidad, los antihelminticos representan el principal método para controlar
las poblaciones de NGI, esto se debe a que son farmacos que poseen amplio
espectro de accion, facil acceso y poseen bajos costos, lo que lleva a su facil
aplicacién y uso constante por los ganaderos (Coles et al., 2006)

El uso frecuente de antihelminticos en animales no solo genera residuos en la
leche y carne de consumo humano, también se ha detectado residuos en heces,
gue dafan directamente al medio (Lozano y Arias, 2008). Por ejemplo, el efecto
letal causado por la Ivermectina (antihelmintico de la familia de las Lactonas
Macrociclicas) en los escarabajos coprofagos al ingerir heces contaminadas
(Martinez et al., 2000). Ademas, el uso inadecuado, la falta de rotacién de los
principios activos, la falta de asesoramiento profesional y la aplicacién de quimicos
sin la calidad debida, ha provocado problemas de resistencia antihelmintica,
factores que favorecen cambios genéticos en los NGI, confiriendo tolerancia al
farmaco (Encalada-Mena et al., 2009; DeGraef et al., 2012). Este problema se ha
ido extendiendo y persistiendo en paises con clima templado, tropical y
subtropical, por lo que es necesario implementar diferentes alternativas de control

al uso de estos farmacos (Anziani, 2005).

2.6.2 Métodos de control alternativo

Debido a la disminucion de la eficacia de los antihelminticos y el desarrollo de la

resistencia multiple en los NGI se ha buscado el desarrollo de diferentes métodos
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de control que permitan un control integral en estas infecciones. A continuacion, se

describen algunos de los métodos de control alternativo:

Control biologico: En la naturaleza los NGI se encuentran expuestos a la
presencia de enemigos naturales con potencial uso en contra de los
estadios de vida libre. EI hongo depredador de larvas de nematodos
Duddingtonia flagrans ha mostrado reducciones alrededor del 92%
(Casillas-Aguilar et al., 2008).

Resistencia genética: La seleccién genética tiene un valor muy importante
en la resistencia a las nematodosis a través de mecanismos inmunes. Los
rumiantes han desarrollado la capacidad de controlar las parasitosis a
través de sistema inmune. El sistema inmunolégico en contra de NGI es
regulada principalmente por células de la clase Tyl y Ty2. La actividad de
linfocitos celulares tipo T participa en la presentacion de antigenos en forma
inmediata, ademas de generar mecanismos de memoria que evitan el dafio
por NGI. Sin embargo, no todos los individuos logran responder en contra
de las nematodosis, debido a caracteres hereditarios. A través de esta
estrategia de control, se seleccionan individuos resistentes genéticamente
para mejorar las cruzas entre individuos (Estrada-Reyes et al., 2015).
Agentes inmunizantes: El desarrollo de vacunas es el método preventivo
en contra de los NGI que resulta mas atractivo debido a la generacion de
memoria inmunoldgica por periodos mas extendidos de tiempo. A la fecha,
pocas vacunas contra nematodos estan en proceso. La variacion antigénica
de éstos patégenos ha contribuido a la evasién de la respuesta inmune y a
la baja especificidad para ser reconocidos por factores inmunodominantes
para generar una respuesta de memoria. Sin embargo, la importancia de
contar con agentes inmunizantes altamente efectivos para su uso en
vacunas es uno de los compromisos a nivel mundial para mejorar la salud

animal y el control de NGI (Saumell et al., 2005).
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2.7 Desarrollo de Vacunas

Un antigeno es una molécula de procedencia exdgena o un cuerpo extrafio al
organismo que al ser identificado podria activar o disminuir los mecanismos
inmunes de defensa del hospedero (Vega, 2009). A pesar de esta dualidad que
presentan los antigenos de NGI, su estudio ha permitido obtener derivados de
géneros altamente patdégenos (ej. Haemonchus) para su evaluacibn como
vacunas. Para un mejor estudio, los derivados de NGI se han dividido en dos
clases principales; 1. Antigenos ocultos (Hiden Antigens, HAg) y 2. Antigenos
convencionales o naturales (NAg, Munn y Newton, 2000). A continuacion, se
describen algunos de los principales antigenos que han mostrado actividad

inmunizante:

2.7.1 Antigenos ocultos

Los antigenos ocultos estan disponibles para su reconocimiento y activacion de la
respuesta inmune durante la alimentacion del parasito, por lo que solo son
efectivos contra nematodos hematéfagos. La importancia en la investigacion de
HAg ha permitido la identificacion de diversos productos que confieren proteccion
a través de Ig que interfieren en la actividad del intestino de los nematodos (Smith
et al., 1999). La glicoproteina H11 de la membrana del intestino de los nhematodos
adultos de H. contortus de 110 kDa es una aminopeptidasa microsomal que ha
mostrado actividad inmunoprotectora (Smith y Smith, 1996). La H11 ha sido
probada en diferentes experimentos con diversas razas e inclusos en jovenes
corderos y periparturales, en los cuales ha mostrado altos indices de proteccién
con reducciones de huevos por gramo de heces (HPG) hasta del 90% y 75% en la
carga parasitaria del abomaso (Newton y Munn, 1999). Sin embargo, esta vacuna
aun no se ha comercializado en su forma recombinante debido diversos

problemas que existe con la conformacion proteica (Munn et al., 1997).

Otro antigeno que mostro altos niveles de proteccién es H-gal-GP de H. contortus,
el cual es un complejo multiproteico que oscila entre 31 y 230 kDa incluyendo dos
aspartil-proteasa tipo pepsina, cuatro metaloendopeptidasas y una proteina tipo
cisteina (Ekoja y Smith, 2010). La H-gal-GP tuvo reducciones de 93% en HPG y
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72% en cargas parasitarias del abomaso de corderos (Smith et al.,, 2000). Sin
embargo, el efecto inmunizante de la evaluacion por separado y en su forma
recombinante de las proteinas que conforman este complejo es menor en

comparacion con el complejo completo (Ekoja y Smith, 2010).

2.7.2 Antigenos convencionales

Los ESP de NGI son antigenos que entran en contacto con los tejidos del
hospedero para estimular la producion de Ig durante el proceso de infeccion, por lo
que a diferencia de los HAg son efectivos contra nematodos hematéfagos (Newton
y Meeusen, 2003). Los ESP realizan diversas funciones en los NGI, como permitir
la penetracidn de las larvas en el tejido, evitar la coagulacién de la sangre, facilitar
la degradacién de las proteinas del huésped para su alimentacion, por lo que
tienen un potencial uso como agentes inmunizantes (Knox et al., 2003; Suchitra y
Joshi, 2005). Los antigenos ES15 y ES14 son ESP de bajo peso molecular
expresados por Ls asi como por nematodos adultos de H. contortus. La
inmunizacion con estos antigenos ha reducido de 32 a 77% el HPG y un 64 a 85%
la carga parasitaria en el abomaso (Schallig y van Leeuwen, 1997; Vervelde et al.,
2002). Sin embargo, se ha encontrado que los antigenos naturales ES15 y ES14
inducen fuertes respuestas humorales y celulares, como lo es la proliferacion de
células T y produccion de Ig (Schalling, et al., 1994). Contrariamente, los
antigenos recombinantes de esta vacuna no inducen ninguna proteccion en
corderos jovenes (Verveld et al., 2002). Respecto al antigeno de superficie de la L3
denominado Hc-sL3 con aproximadamente 83 kDa (Jacobs et al.,, 1999) se
observo reducciones entre 50-70% en HPG y cargas parasitarias (Piedrafita et al.,
2012; Piedrafita et al., 2013). Se ha postulado que la inmunidad inducida por esta
vacuna es dependiente de eosindfilos y es mediada por anticuerpos especificos
para dicho antigeno, concordando con la eosindfilia relacionada con infecciones
por NGI (Terefe et al. ,2007; Piedrafita et al., 2013). Sin embargo, el antigeno HC-
sL3 modificado postraduccionalmente no cuenta con clones de cDNA funcionales
(Newton y Meeusen, 2003).
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2.8 Uso de gerbos (Meriones unguiculatus) en el estudio de Haemonchus
spp.

La patologia causada por NGI en rumiantes se debe principalmente al dafio que
causan por la ruptura de tejido y por sus habitos de hematofagia en géneros como
Haemonchus (Balic et al., 2000). Su estudié como el nematodo parasito requiere
del hospedero definitivo y en ocasiones de sacrificar a los mismos. Numerosos
estudios han contemplado el uso de animales de laboratorio como conejos,
ratones y gerbos con objeto de contar con modelos biolégicos que permitan el
estudio de ésta parasitosis. Asi, los gerbos han sido utilizados para evaluar
farmacos y proteinas debido a que permiten la infeccion hasta el cuarto estadio
parasito de diferentes géneros de nematodos de rumiantes como Strongyloides
stercoralis,  Strongyloides  venezuelensis, Nippostrongylus  brasiliensis,
Trichostrongylus colubriformis, Ostertagia circumcincta y Haemonchus contortus
(L6pez et al., 2006; Gressler et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

La demanda global de productos de origen animal se ha incrementado a través de
los afos, por lo que es de importancia estudiar las infecciones por NGI que
afectan la economia en la produccion del sector ganadero. Dentro de los NGI, H.
placei destaca por su alta patogenicidad, adaptacion al entorno y alta prolificidad,
provocando que este parasito tenga alta prevalencia en climas tropicales.
Actualmente, el principal método de control de los NGI consiste en la utilizacion de
productos quimicos, sin embargo, el uso inadecuado ha desencadenado la
resistencia a multidrogas, dafio a la salud animal y residuos toxicos en los
alimentos. Los bovinos tienen la capacidad de desarrollar inmunidad frente a las
infecciones por NGI. En el 2018 Reyes-Guerrero y colaboradores han notificado la
relevancia de antigenos de H. placei en la regulacion de la expresion de genes
involucrados en la respuesta inmune en una infeccion por NGI. Por lo que, la
identificacion de proteinas de excrecidon y secrecion de los diferentes estadios
endoparasitos encargadas de la activacion de esta inmunidad y la identificacion de
los mecanismos inmunes involucrados en la resistencia a las infecciones por NGl,
favoreceria la comprension de los mecanismos de defensa a nematodiasis y el
desarrollo de nuevas herramientas de control. En la presente investigacién se
pretende identificar, caracterizar y determinar la presencia de factores

inmunologicos activados por los ESP del nematodo H. placei.
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4. HIPOTESIS
Los antigenos de secrecion de L4 de H. placei estimularan in vitro la proliferacion

de linfocitos TCD4" y Ty8", y la produccion de citocinas asociadas a la inflamacion.

5. OBJETIVO GENERAL
Analizar el perfil de proteinas de secrecion derivados del primer estadio
endoparésito de Haemonchus placei y su efecto en la proliferacion celular y

produccion de citocinas in vitro.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar parcialmente las principales proteinas de los productos de
secrecion de L4 de H. placei.

2. Analizar si las proteinas de secrecion inducen la proliferacion de linfocitos
TCD4" y Tyd" in vitro, e identificar las poblaciones celulares activadas
mediante citometria de flujo.

3. Cuantificar la expresion relativa de citocinas asociadas al dafio
inflamatorio inducidas por los productos de secrecion de H. placei.
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7. METODOLOGIA
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Figura 5. Diagrama de flujo general mostrando el proceso metodoldgico para el presente proyecto
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7.1 Localizacion

La presente investigacion se llevd a cabo en la Unidad de Helmintologia del
Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria
(CENID-PAVET) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) en Jiutepec, Morelos, México y en el Laboratorio de Botanica
Estructural del Centro de investigacion en Biotecnologia (CEIB) de la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos, en Cuernavaca, Morelos, México.

7.2 Obtencién de H. placei

7.2.1 Larvas infectantes

La obtencién de de H. placei Lz se realiz6 a partir de muestras de heces de
becerros, positivas a la infeccion por NGI por técnicas la técnica de McMaster
(Henriksen y Aagaard, 1976; Anexo A). Las muestras fueron colectadas del Sitio
Experimental “Las Margaritas” del INIFAP, Hueytamalco, Puebla. La prevalencia
de NGI en el sitio es mayor al 75% durante todo el afilo debido a condiciones de
humedad del 100% y temperatura media anual del 30°C. Las muestras fueron

procesadas para la obtencion de L3 (Liébano, 2004; Anexo B).

7.2.2 Eliminacion de detritus y de la segunda vaina de L3

Las Lz obtenidas fueron tratadas con gradiente de densidad y centrifugacion con
sacarosa (10-60%) para la eliminacion de detritus fecales. Asimismo, se eliminé la
cubierta de queratina con hipoclorito de sodio al 0.187% (Cloralex®, Alen, México).
El proceso de elminacién de la cubierta se supervisé en microscopio compuesto a
4X para proceder a la eliminacion del hipoclorito con lavados con dH,O y

centrifugacion a 400g por 3 minutos (Liébano et al., 1996).

7.3 Genotipificacion de NGI

7.3.1 Extraccion de DNA

La identificacion y confirmacion de H. placei se llevo a cabo mediante la técnica de
PCR de punto final utilizado DNA gendémico de L3 sin vaina. El proceso se realiz6
con DNeasy Blood & Tissue, siguiendo las indicaciones del fabricante (Qiagen,
Hilden, Alemania, Anexo C). La concentracion y pureza (2.0) del DNA se

determind empleando métodos espectrofotométricos (NanoPhotometer, IMPLEN,
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USA), a 280 nm (posible contaminacion proteica) y 260 nm para determinar la

concentracion de DNA. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.

7.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En el 2001, Zarlenga y colaboradores desarrollaron una metodologia para la
identificacion de diferentes géneros de NGI. El método se basa en el uso de
oligonucledtidos especificos para las regiones conservadas del DNA ribosomal de
nematodos parasitos. Los oligonucleotidos se sintetizaron en la region del primer
espaciador interno de transcripcion (ITS 1) de Ostertagia, el espaciador externo de
transcripcion (ETS) de Haemonchus y Cooperia, el segundo espaciador interno de
transcripcion (ITS 2) de Trichostrongylus y la region 3' del ITS 1 a través del
extremo 5' del ITS 2 de Oesophagostomum (Cuadro 3).

Cuadro 3. Oligonucledtidos especificos utilizados para la genotipificacion de nematodos
gastrointestinales de rumiantes

Género Oligonucleo6tidos

Ostertagia/Teladorsagia Fw: 5"TAAAAGTCGTAACAAGGTATCTGTAGGTS3

Rv: 5GTCTCAAGCTCAACCATAACCAACCATTGS

Haemonchus Fw: 5"CATTTTCGTCTTGGGCGATAT3

Rv: 5 TGAGACCGCACGCGTTGATTCGAAZ’

Oesophagostomum Fw: 5 GCAGAACCGTGACTATGGTC3

Rv: 5GACAAGGAGATCACGACATCAGCAT3’

. Fw: 5 CAGGGTCAGTGTCGAATGGTCATTGTCAAATTS’
Trichostrongylus

Rv: 5" CAGGGTCAGTGGTTGCAATACAAATGATAATTS’

Cooperia Fw: 5 TCGATGAAGAGTTTTCGGTGTTC3

Rv: 55TTCACGCTCGCTCGTGACTTCA3’

(Zarlenga et al., 2001)

Los ensayos de PCR se llevaron a cabo con una mezcla comercial de reaccién
(Anexo D), bajo las siguientes condiciones de PCR durante 33 ciclos: 1.

desnaturalizacion a 94°C por 55 seg. 2. Alineamiento a 60°C por 55 seg. 3.
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Extension a 72°C por 55 seg. Al término de la reaccion de PCR se determiné el
tamafo de los productos en una electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con
bromuro de etidio en solucién TAE 1X (Anexo E).

7.4 Productos de secrecion de H. placei

7.4.1 Cultivo in vitrode L3y L4

Larvas del tercer estadio de H. placei sin vaina fueron incubadas con buffer de
fosfatos, PBS pH 7.2 (Anexo F) suplementado con 100 pL antibiotico-antimicotico
(100X Gibco®; por cada 20 mL de PBS) por dos horas a 37°C a 20 r.p.m. para
eliminar cualquier posible contaminacién por bacterias y hongos. Al término de la
incubacion las larvas fueron incubadas con medio Hank’s Balanced Salts (Sigma-
Aldrich®, St. Missouri, USA) suplementado (Anexo G) a 37°C en una atmosfera de
CO, del 5% en cajas de cultivo celular de 6 pozos (Thermo Scientific™ Nunclon™
DELTA, Meéxico). La colecta de los productos de ESP obtenidos durante los
cultivos in vitro del desarrollo de Lz a la L4 se realizé a los 7 dias (Reyes-Guerrero
et al. en el 2018). La purificacion de proteinas se realizo por dialisis para retener
particulas mayores a 12,000 monomeros (Mr) (Sigma-Aldrich, USA) con PBS pH
7.2 durante 24 h.

7.4.2 Productos de secrecién colectados de gerbos infectados

Se utilizaron gerbos (Merionis unguiculatus) como modelos bioldgicos para la
obtencién de H. placei Ls. Gerbos de 21 dias de edad, recién destetados, fueron
infectados con 10,000 L3 de H. placei sin vaina por via oral. Previamente, se aplicé
0.04 mL de dexametasona (Vodexat ®, México) por via subcutanea durante 3
dias. Asimismo, se les administré una dieta de mantenimiento con alimento
comercial Gebil (Cunipic®, México) y agua ad libitum. A los 9 dias post-infeccién
se realiz6 el sacrificio de los gerbos por desnucamiento (NOM-051-ZO0-1995 y
NOM-062-Z00-199) y los estomagos fueron extraidos de la cavidad abdominal.
Las larvas localizadas entre el tejido y la mucosa estomacal fueron colectadas y
lavadas con PBS pH 7.2 a 37°C. Posteriormente, las L, de H. placei fueron
incubadas con medio Hank’s Balanced Salts (Sigma-Aldrich®, St. Missouri, USA;
Anexo G) a 37°C en una atmosfera de 5% CO; en cajas de cultivo celular de 6

~27 ~



pozos (Thermo Scientific™ Nunclon™ DELTA, México). La colecta de los
productos de ESP obtenidos durante el cultivo in vitro de L4 de gerbos se realizo a
las 24 h de incubacion. La purificacion de proteinas se realiz6 con filtros estériles

de 0.20 um (Corning ®, Germany).

Figura 6. Procedimiento para la obtencion de larvas del primer estadio endoparasito
de H. placei. A) Gerbos de 21 dias de edad; B) Aplicacién subcutanea de
dexametasona; C) Infeccién con L; de H. placei sin vaina por via oral.

7.5 SDS-PAGE y Zimograma

Los ESP colectados in vitro fueron fueron confirmados a través de SDS-PAGE al 5
y 12% (Anexo H). La estimacién de proteinas totales se realizé por el método de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay®, California, USA; Anexo ). Respecto a la
técnica de zimograma, ésta es un método electroforético mediante la preparacion
de geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes al 10% y al 3.7%,
agregando gelatina al 0,7%. Posteriormente, el gel fue tratado con solucion
renaturalizante durante 2 h a 37°C, seguido de solucién reveladora durante 18 h a
37°C. Se uso Coomassie Brillant Blue G (Sigma Aldrich®, USA) para visualizar las
bandas y determinar el peso molecular y la actividad proteolitica sobre el
zimograma mostrando bandas no tefiidas sobre el fondo oscuro del gel. Para
determinar el punto isoeléctrico de la proteina de 70 kDa de H. placei, se realizo la
separacion de las proteinas mediante electroforesis bidimensional (BIO-RAD,
USA; Anexo J).
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7.6 Proliferacion celular

7.6.1 Obtencidn de células mononucleares de sangre periférica de bovinos
(PBMC’s)

Se colecté muestra de sangre por via intravenosa de bovinos, raza Angus (libre de
patdgenos), en bolsas con citrato de sodio BLORECEP® (Becton, Dickinson,
USA). Cada muestra fue procesada inmediatamente con PBS pH 7.2 sobre un
gradiente de densidad comercial (Lymphoprep, Axis-Shield PoC AS, Oslo,
Norway; Anexo K). Las PBMC’s fueron suspendidas en medio RPMI+HEPES
suplementado (Gibco, Carlsbad, California USA; Anexo L). La confirmacion de la
viabilidad y cuantificacién celular se realiz6 utilizando la tincién por azul tripano.
Este método de tincidén por exclusion se basa en la captacion del colorante por las
células no viables, cuya membrana esta alterada; mientras que en células viables
la membrana conserva su integridad y no permite el ingreso del colorante de
acuerdo al protocolo comercial usado (Sigma-Aldrich, St. Louis-Missouri, USA;
Anexo M).

Suero

PBMC’s

Eritrocitos y
granulocitos

Figura 7. Separaciéon de PBMC’s por gradiente de
densidad, utilizando lymphoprep
7.6.2 Titulacion de control positivo (ConA) y ESP
Entre los productos utilizados como control positivo se consideran a las lectinas,
entre ellas la Concanavalina A (ConA). La ConA se une a las glicoproteinas de
superficie celular (a-manosa y a-glucosa) para inducir la divisién celular (mitosis)
especifica a linfocitos T (Norian et al.,, 2015). Esto permiti6 asegurar la
confiabilidad en los ensayos de proliferacion celuar propuestos en el presente

estudio.
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El procedimiento para llevar a cabo los ensayos de titulacion utilizando ConA y los
ESP de H. placei se llevaron a cabo con 500,000 PBMC’s por pozo en 100 uL de
medio RPMI+HEPES (Anexo L). Los ensayos se realizaron con tres repeticiones y
por triplicado con base en el siguiente disefio experimental (Cuadro 4) para ConA
y ESP (Cuadro 5). Con base en estudios previos realizados con productos de
secrecion, asi como del uso de ConA, se evaluaron diferentes dosis de ambos
productos debido a la variacion en dichas publicaciones (McNeilly et al., 2013;
Norian et al., 2015).

Cuadro 4. Titulacién y estandarizacion de PBMC’s de bovinos y ConA

Tratamientos Concentracion (ug/mL) | Variable respuesta

Control negativo -
0.1
1
ConA 255 proliferacion celular
10

50

Porcentaje de

Repeticiones=3; Réplicas=3
Periodos: 24y 48 h
Nota: En cada pozo se depositaron 500,000 PBMC’s

Cuadro 5. Titulacién de los ESP de H. placei in vitro

Tratamientos Concentracion (ug/mL) | Variable respuesta

Control negativo -

ConA 2.5
Porcentaje de
0.02 _ _
proliferacion celular
ESP de H. placei 0.2
2

Repeticiones=3; Réplicas=3
Periodo: 24y 48 h
Nota: En cada pozo se depositaron 500 000 PBMC's
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Las placas fueron incubadas a 37°C en una atmoésfera de 5 % CO,, durante 24 y
48 h después de la induccion de la proliferacion. Se cuantificd la proliferacién
celular utilizando 20 pL de MTT (CellTiter 96® AQueous, USA) e incubacion de 2 h
a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,, y las lecturas se realizaron en un lector
de placas de ELISA (BIO-RAD, USA) a 490 nm de OD.

7.7 Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa en
tiempo real (QRT-PCR)

7.7.1 RNA total

Se sembraron 10x10° PBMC’s en medio RPMI+HEPES (Anexo L), para ser
retadas a concentracion de 0.2 pg/mL con los ESP de 15 kDa (24 y 48 h de
cultivo) y de 70 kDa (16 y 24 h de cultivo). A continuacion, se procedio a realizar la
extraccion de RNA total usando QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Germany;
Anexo N). Una vez obtenido el RNA total, se procedié a medir la concentracion
espectrofotométrica a 260 nm y la pureza se evalu6 utilizando la relacién
OD260/0OD2sonm (IMPLEN, USA). Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% tefido con Bromuro de etidio en solucion TAE 1X para corroborar la
integridad del RNA total (Anexos H, ).

7.7.2 Transcriptasa reversa

El RNA total para evaluar las citocinas se descontaminé de trazas de DNA
gendémico siguiendo las instrucciones del protocolo del fabricante (RQ1 RNase-
Free Dnase, Promega, Madison, USA). RNA total (250 ng/uL) se agregd a 1 uL de
RQ1 RNase-Free DNase Reaction Buffer y 1 pL de RQ1 RNase-Free DNase.
Posteriormente, las muestras se incubaron a 37°C por 30 min y se agreg6 1 uL de
RQ1 DNase Stop Solution (20 mM EDTA, pH 8) e incubacién por 10 min a 65°C
para terminar la reaccién. La reaccion de sintesis de cDNA se llevé a cabo con
reactivos comerciales (ImProm-ll Reverse Transcription System, PROMEGA®,

USA) por muestra de RNA como se indica en el Cuadro 6y 7.
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Cuadro 6. Componentes de la mezcla para la reaccion de sintesis de cDNA

Componentes Volumen (pL)
5X Buffer 4.0
MgCI2 2.0
dNTP 1.0
1.0
rRNAsin 0.3
RNase-free water 6.7

Cuadro 7. Periodos de incubacion para la sintesis de cDNA

Temperatura Tiempo

Incubacién (°C) (min)
1 25 5
2 42 60
3 70 15

7.7.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se realiz6 con un arreglo comercial (Custom RT2 profiler PCR Array
CAPB13410R, Qiagen, Germany), con 12 genes por muestra correspondientes a
citocinas, FCeR1A, y gen constitutivo 2-B-microglobulina. Los cebadores para la
matriz de PCR fueron disefiados y sintetizados por una marca comercial (Qiagen,
Hilden, Germany) basados en las secuencias de la especie Bos taurus datos

GenBank (Cuadro 8). El arreglo consta de 100 tubos de 0.2 mL cada uno

(Estrada-Reyes et al., 201).
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Cuadro 8. Oligos para la amplificacion de genes especificos en RT-PCR tiempo real.

Simbolo del Melting Cdédigo de acceso
Curve Nombre
gen T Genbank
emperatura
IL-2 80.25 NM_173920 Interleucina 2
IL-4 79.7 NM_ 173921 Interleucina 4
IL-5 80.6 NM_173922 Interleucina 5
IL-6 81.6 NM_ 173923 Interleucina 6
IL-8 80.0 NM_173925 Interleucina 8
IL-10 80.4 NM_174088.1 Interleucina 10
IL-13 79.3 NM_174089.1 Interleucina 13
IFNy 79.04 NM_174086.1 Interferon gama
FCeR1A 81.75 NM_001100310 Receptor de la IgE
TGFBL1 80.72 NM_001166068 Factor de crecimiento
transformante beta 1.
B-2 Micro NM_003406 Beta-2 microglobulina

Los ensayos de PCR en tiempo real para la amplificacion del cDNA de los genes
fueron procesadas con la mezcla de PCR, siguiendo la metodologia citada por
Estrada-Reyes et al., (2017). Todas las muestras experimentales se llevaran a
cabo con 250 ng/uL de RNA. Cuadros 9 y 10.

Cuadro 9. Mezcla de Reaccién de qPCR

Componentes Volumen (pul)

SYBR Green gPCR Master Mix* | 5

H,0 libre de RNAasas 1
Primer Forward 0.5
Primer Reverse 0.5

Posteriormente, las muestras fueron incubadas bajo las condiciones mostradas en

el cuadro 10.
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Cuadro 10. Condiciones de qPCR para amplificacion de los genes

Ciclos Pasos Temperatura °C Tiempo
1 Desnaturalizacion 95 10 min.
Alineamiento 95 15 segq.

45 Extension 60 45 seg.

Temperatura de fusion
1 _ _ Rampa de 65-95°C
(Melting point)

7.8 Citometria de flujo

Debido a la escasa cantidad de antigeno de 15 kDa, no se realizé el analisis de las
poblaciones celulares por citometria de flujo; sin embargo, éste se realizé con el
antigeno de 70 kDa. Se sembraron 100,000 PBMC’s en medio RPMI+HEPES
(Anexo L) y fueron retadas con 0.2 pug/mL del ESP y 2.5 pug/mL de ConA.
Transcurridas 24 y 48 horas de incubacion, se colectaron las células por
centrifugacion a 250 xg por 5 min. Para realizar la tincién extracelular, el
precipitado celular se resuspendio en 100 pL de PBS pH 7.2 y se agregaron 50 uL
de anticuerpo monoclonal anti-CD4" conjugado con Alexa 647 (ABD, Serotech), o
anti-yd" conjugado con FITC (BIO-RAD, USA) dilucién 1:20 con PBS. Los PBMC's
se incubaron con el anticuerpo a temperatura ambiente durante 20 min, cubiertas
de la luz. Posteriormente, se agregd 1 mL de PBS pH 7.2 y se lavaron por
centrifugacion a 250 xg por 5 min, al precipitado se le agregdé 150 uL de PBS,
finalmente las células se fijaron con 150 pL de paraformaldehido al 1%.
Adicionalmente, se evalud la presencia de la citocina IL-4 intracelular, para lo cual
se permeabilizaron los PBMC’s con 50 pL de reactivo comercial (BD IntraSure™
kit, USA), se agregar0 50 pL de anticuerpo anti-IL4 conjugado con FITC (BIO-
RAD, USA) a una dilucion de 1:100 con PBS pH 7.2 y se incubaron a temperatura
ambiente por 20 min., las células se colectaron y fijaron como se indicén
anteriormente. Las poblaciones de linfocitos se analizaron en un citbmetro de flujo
FACS Aria Il (Beckton Dickinson) adquiriendo 10,000 eventos. El analisis de los
datos se realizd con el programa Infinicyt™ version 2.0 (Cytognos S.L.,

Salamanca).
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7.9 Analisis estadistico
Los ensayos de proliferacion celular se analizaron mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) y la comparacion de medias de Tukey, usando el programa de

analisis estadistico SAS 9.0 (Statistical Analysis System).

Por otro lado, el andlisis de expresion relativa de los genes en estudio fue
realizado usando los valores del numero de ciclos en donde la flourescencia de
amplificacion es tal que rebasa el umbral de deteccion (threshold cycle, Cy). Estos
fueron obtenidos del termociclador después de la reaccion de gPCR de cada una
de las PBMC’s activadas por los ESP de H. placei.

El andlisis de la expresion relativa se realizd a través del software bioinformatico

GeneGlobe Data Analysis Center® (https://www.giagen.com/mx/shop/genes-and-

pathways/data-analysis-center-overview-page/?akamai-feo=off). El software

permite hacer una normalizacién, utilizando el método de la AAC+, en donde este
es la division de la ACt (cambio en la expresién de los genes de interés con
respecto al gen constitutivo 2-8-microglobulina) de las PBMC’s expuestas a los
ESP contra la medicion de PBMC’s sin estimulo, obteniendo asi valores como el
cambio en la expresion (fold change) de cada gen. Asimismo, el software
bioinformético calcula los valores p en funcién de la prueba t de Student utilizando

los valores AAC+t para cada gen.
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8. RESULTADOS

8.1 Identificacion molecular de H. placei

Se llevo a cabo la colecta de ESP a partir de muestras de heces del sitio
experimental “Las Margaritas”. La confirmacion del género Haemonchus se realizé
por la técnica de Zarlenga et al., (2001). En la figura 8a se muestra el tamafio del
producto de PCR para los cinco géneros de NGI con mayor prevalencia, siendo el
fragmento de 176 pares de bases (pb) correspondiente a Haemonchus; 151 pb
para Cooperia; 243 pb para Trichostrongylus; 257 pb para Ostertagia y 329 pb
para Oesophagostomun. Por otro lado, en la figura 8b se indica solo la
amplificacion del fragmento de 176 pb positivo para el género Haemonchus de
aquellas muestras utilizadas para la obtencién de los ESP durante el cultivo in

vitro.
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Figura 8. A) La imagen muestra los productos de amplificacién para cada diferente género,
siendo el fragmento de 176 pares de bases (pb) corresponde a Haemonchus; 151 pb para
Cooperia; 243 pb para Trichostrongylus; 257 pb para Ostertagia y 329 pb para
Oesophagostomun. C) Identificacion molecular de Haemonchus de las L3 utilizadas para la
obtencién de los ESP.
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8.2 Identificacion y caracterizacion parcial de ESP de H. placei

La colecta de los ESP de H. placei derivada de L3 a L4, se realiz6 a los 7 dias del
cultivo in vitro. Durante el desarrollo de larvas, se observé incremento del tamafio
y morfogénesis de su estructura interna, como fue el cambio de las 16 células
intestinales, caracteristicas del tercer estadio, a un tubo delgado (intestino) que
presenta color rojizo debido a sus habitos de hematofagia, asi como una cavidad
oral de forma rectangular, entre otras. Estas caracteristicas fueron detectadas en
cultivos de larvas derivadas de bovino y gerbo. Respecto a éstos ultimos, las
larvas del cuarto estadio larvario de H. placei fueron recuperadas del estbmago de
gerbos a los 9 dias post-infeccion. Estas presentaban una coloracion rojiza,
esoOfago, cavidad bucal y poro excretor visibles, como es mostrado en la figura 9.

Figura 9. A) Larva del cuarto estadio larvario a los 16 dias del desarrollo in vitro de L; a
L,. B) Larva del primer estadio hematéfago de Haemonchus placei. Visto en microscopio
en aumento 10X. Fuente: Propiedad de la autora del presente trabajo.

8.2.1 Antigeno de 15 kDa de H. placei

En la figura 10a se observa una banda de ~15 kDa en SDS-PAGE, sin embargo,
en el zimograma, no se observa actividad de proteasa a la altura de esta banda
(Figura. 10 a, b).
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Figura 10. A) Gel de electroforesis SDS-PAGE (12%) de los productos de secrecion;
carril 1 marcador de peso molecular (MPM), carril 2 ESP del estadio cuatro B) Zimograma
de actividad de proteasa de los ESP en condiciones no desnaturalizantes; carril 1
marcador de peso molecular (MPM), carril 2 ESP del estadio cuatro. Fotografia en blanco

y hegro.

8.2.2 Antigeno de 70 kDa de H. placei
En la figura 11 a, b, se muestran los ESP colectados in vitro de Haemonchus a las

24 h. El SDS-PAGE muestra la presencia de una banda de ~70 kDa obtenida

durante todo el desarrollo larvario de Lz a L, de H. placei. Figura (11A)

Productos de

(kDa) mpm secrecion

(kba) MPM

Productos de
secrecion

130

95

72

55

Figura 11. A) Gel de electroforesis SDS-PAGE (12%) de los productos de secrecion; carril
1 marcador de peso molecular (MPM), carril 2 ESP del estadio cuatro B) Zimograma de
actividad de proteasa de los ESP en condiciones no desnaturalizantes; carril 1 marcador
de peso molecular (MPM), carril 2 ESP del estadio cuatro. Fotografia en blanco y negro
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Asimismo, una banda de peso molecular similar fue colectada in vitro de L4
obtenidas a partir de gerbos infectados. La banda de 70 kDa present6 actividad de
proteasa en la matriz de gelatina. Ademas, se determind el punto isoeléctrico de

esta proteina siendo de ~ 5.7 (Figura 12).

(kDa) MPM Productos de secrecién
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Figura 12 Gel de Segunda dimension del ESP de 70 kDa de H. placei;
carril 1 marcador de peso molecular (MPM), carril 2 punto isoeléctrico
de ESP.

8.3 Titulacion de los ESP H. placei

El andlisis de los resultados obtenidos en el analisis in vitro de los ESP se llevé a
cabo considerando el 100% de células utilizando PBMC’s de dos animales libres
de patdgenos. La titulacién de los ESP de H. placei se realizé con diferentes
concentraciones de ConA. En el cuadro 11, se indican el promedio y desviacion
estandar de las lecturas de proliferacion celular utilizando ConA para los diferentes
tratamientos. Los datos obtenidos no muestran diferencias significativas entre
concentraciones (p>0.05), por lo que la concentracion intermedia de 2.5 pg/mL se
tomd como valor base para titular los ESP de H. placei, asi como para identificar

las poblaciones celulares mediante citometria de flujo.
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Cuadro 11. Evaluacién de la proliferacion celular de PBMC’s en respuesta a diferentes
concentraciones ConA.

24 horas

48 horas

Proliferacion celular + SD

100 + QO°

100 + O°

Tratamiento
Control negativo
0.1
1
ConA 2.5
(Hg/mL) 5
10
50

126.22 + 28.12%°
135.68 + 34.17%°
160.82 + 44.79°
169.07 + 45.23°

167.17 + 47.54°
150.14 + 49.63%

143.96 + 22.61°
229.41 + 34.83?
236.64 + 33.65°
233.12 + 37.48°

226.00 + 41.48%
160.53 + 16.82°

Medias dentro de la misma columna con distinta literal indican diferencias
estadisticas p<0.05, Tukey.

8.3.1 Antigeno de 15 kDa de H. placei

Los resultados de proliferacion celular con el antigeno de 15 kDa de H. placei en el
primer estadio hemato6fago mostraron menor proliferacién celular en comparacion
con los controles negativo y positivo. Con ninguna de las concentraciones
evaluadas 0.02, 0.2 y 2 pg/mL hubo diferencias significativas con respecto al
control negativo (p>0.05). Por lo cual, la concentracién intermedia de 0.2 pg/mL

fue seleccionada para llevar a cabo ensayos posteriores.

Cuadro 12. Estimacion de la proliferacion celular de PBMC’s en respuesta a diferentes
concentraciones del ESP de 15 kDa.

Tratamiento 24 h ‘ 48h
Proliferacion celular + SD
Control negativo 100 + 0% 100 +Q°

ConA (2.5 pg/mL) 107.647 + 14.44°
0.02 95.306 + 8.69°
0.2 95.167 + 8.19° 102.373 + 5.61°
89.098 + 7.82° 101.391 * 4.95°
Medias dentro de la misma columna con distinta literal indican diferencias
estadisticas p<0.05, Tukey.

125.452 + 19.04°

+ b
ESP 99.177 £ 4.33

(Mg/mL)
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8.3.2 Antigeno de 70 kDa de H. placei

En los ensayos de titulaciéon de ESP de 70 kDa del primer estadio hemato6fago de
H. placei, las tres concentraciones de antigeno evaludas 0.02, 0.2 y 2 pg/mL
indujeron un incrementd significativo en la proliferacion celular con respecto al
control negativo a las 24 h (p< 0.05). Por otro lado, similares diferencias fueron
obtenidas a concentracién de 0.02 y 0.2 ug/mL a las 24 y 48 h (p<0.05). Por esta
razon, la concentracion intermedia de 0.2 pg/mL fue seleccionada para los

ensayos posteriores.

Debido a que la respuesta inmune varia con respecto al estadio del patdgeno
durante las primeras horas se realizo el reconocimiento de antigeno y la activacion
de factores inmunes de sefalizacion. Estudios previos, realizados por Reyes-
Guerrero et al., (2018) reportaron la expresion de citocinas inducidas por la
infeccién con los primeros estadios de Haemonchus durante las primeras horas de
estimulacién (16 y 24 h) de los PBMC’s con los ESP de 70 kDa de H. placei. Por
lo que, en el presente trabajo se evalué la expresion de genes asociados a
respuesta inmune a las 16 y 24 h de post-estimulacion.

Cuadro 13. Estimacién de la proliferacion celular de PBMC’s en respuesta a diferentes
concentraciones del ESP de 70 kDa.

Tratamiento 24 horas 48 horas
Proliferacién celular = SD
Control negativo 100 + QP 100 + 0°
ConA (2.5 pg/mL) 131.77+ 12.83" 232.82 + 27.55°
0.02 122.93 + 29.96" 151.28 + 22.76°
(Epsglj)m L) 0.2 102.20 + 22.20° 167.80 + 34.13°
592.93 + 125.56 1378.93 + 31.43%

Medias dentro de la misma columna con distinta literal indican diferencias
estadisticas p<0.05, Tukey.

8.4 Expresién de factores inmunes activados por los ESP de H. placei
8.4.1 Antigeno de 15 kDa de H. placei

La actividad de PBMC’s se increment6 a las 24 h de exposicion con el ESP de 15
kDa de H. placei para la mayoria de los genes estudiados. Los genes IL-2, IL-4, IL-
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5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IFNy y FC&R1A, tuvieron valores entre 17 a 91 veces
mas de incremento con respecto a las muestras control sin tratamiento y al gen
contitutivo -2 Micro (p<0.05). Las citocinas correspondientes a IL-5 e IL-13
obtuvieron el mayor incremento de RNAm (157 y 124 veces respectivamente).
Contrariamente, la expresion de TGFB1l disminuyé durante el tiempo de
evaluacion (p<0.05; Fig. 13).

La evaluacion de las PBMC’s con ESP a las 48 h indica disminucion del RNAm de
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IFNy y FC&R1A con valores de 0.03 veces (p<0.05).
Por el contrario, se incrementd la expresion de las citocinas TGFS1 y IL-8 (122 y

3.1 veces respectivamente; p<0.05).

Gen 24 horas .
Fold change £ DE | p-value 53
IL-2 17.33+ 0.1 0.00100 : IL-5
IL-4 27.66 + 0.08 0.00069
IL-5 157.58+0.09 | 0.00001 | 3 i o oIL6 « FCRIA
IL-6 37.79+0.005 | 0.00014 TGt Ied olL10 I3
IL-8 2.49 % 0.045 0.00259  °° ]
IL-10 51.27 + 0.06 0.00047 I8
IL-13 | 12450+0.06 | 0.00045 ‘
ifny 28.64+0.005 | 0.00014 v
FC:R1A 91.45+0 0.00015 ’
TGFB1| 0.14+0.05 0.00074
B-micro 1+0.17 0.00000 . R J
. .

Figura 13. Cuantificacién relativa de transcritos de ARNm de citocinas, quimiocina y
genes FCeR1A activados por productos secretados de H. placei de 15 kDa in vitro a las
24 h de incubacion.
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48 horas

Gen
Fold change * DE| p-value
IL-2 0.001+£0.78 0.00001
IL-4 0.003 £ 0.31 0.00001
IL-5 0.001 £ 0.55 0.00000
IL-6 0.004+0.11 0.00032
IL-8 3.11C £ 0.1 0.00000
IL-10 0.032+0.6 0.00013
IL1-3 0.003+0.17 0.00002
ifny 0.009 £+ 0.04 0.00000
FCeR1A| 0.001+0.44 0.00003
TGFB1 | 121.935+0.07 | 0.00000
B-micro 1+0.01 | 0.00000

eifny
e IL-5
o IL-8
IL-2
*  elL4 TGFB1
= ®/L-13
FCsR1A
e IL-10
oL-6
10 s S 5 ° 5 s
Log2iFold Change: Group L/Control Group)
L ] L J

Figura 14. Cuantificacion relativa de transcritos de mARN de citocinas, quimiocina y
genes FCeR1A activados por productos secretados de H. placei de 15 kDa in vitro a las 48
h de incubacion.

8.4.2 Antigeno de 70 kDa de H. placei

Los resultados de la evaluacion de células PBMC’s activadas a las 16 h post-

activacion con el ESP de 70 kDa de H. placei indican sobrexpresion de TGFB1 y

IL-8 de 2.4 a 15.6 veces, respectivamente, con respecto al control (p<0.05).

Mientras que el incremento de expresion ~2 por IL-6, IL-13, IFNy y FCeR1A, a las

24 h fue menor. Contrariamente, se detecté sub-expresion de IL-2, IL-4, IL-5, IL-

13, IFNy y FC&R1A, el valor méximo fue de 0.5 veces en relacion al control a las
16 h de incubacion. Mientras que, a las 24 h, los genes IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10

y TGF1 tuvieron una expresion similar al gen constitutivo.
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16 horas

Gen
Fold change * DE |p-value

IL-2 0.288 + 3.34 0.087
IL-4 0.42+2.03 0.130
IL-5 0.444 + 1.87 0.080
IL-6 1.435+ 0.55 0.446
IL-8 15.664 + 0.82 0.030
IL-10 1.151+£0.74 0.758
IL-13 0.490 + 1.27 0.084
ifny 0.356 + 1.88 0.064
FCeR1A 0.473+ 1.66 0.071
TGFB1 2.375+0.51 0.116
B-micro 1+0.97 0.000

8

IL-8

CeR1A
IL-13

®/L-6

olL-10

TGFB1

0

Log2(Fold Change: Group 1 /Control Group)

Figura 15. Cuantificacion relativa de transcritos de ARNm de citocinas, quimiocina y
genes FCeR1A activados por productos secretados de H. placei de 70 kDa durante
ensayos in vitro a las 16 horas.

24 horas
Gen Fold Change * DE |p-value
IL-2 1.7963 £ 5.53 0.495
IL-4 1.7546 + 4.47 0.415
IL-5 1.6409 £ 4.51 0.366
IL-6 2.0287 £ 4.08 0.377
IL-8 1.6314+2.93 0.220
IL1-0 1.9097 + 3.39 0.274
IL-13 2.0673 + 3.09 0.110
ifny 2.1593+4.14 0.439
FCeR1A 2.6007 £4.73 0.395
TGFB1 1.3226 £ 1.90 0.296
B-micro 1+2.08 0

Mp-value)

LogiC
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Figura 16. Cuantificacion relativa de transcritos de ARNm de citocinas, quimiocina y
genes FCeR1A activados por productos secretados de H. placei de 70 kDa durante
ensayos in vitro a las 24 horas.
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8.5 Identificacion de poblaciones celulares activadas en respuesta al

antigeno mediante citometria de flujo

Con el objetivo de evaluar el efecto de los ESP de 70 kDa de H. placei en
PBMC’s, se evalu6 el porcentaje de linfocitos TCD4", Tyd e IL-4 a las 24 y 48 h
de incubacion. Las figuras 17 y 18 muestran las graficas de los linfocitos control
sin estimulo, de linfocitos estimulados con ConA 0 linfocitos estimulados con el
ESP de H. placei.

La poblacion de linfocitos TCD4" en el control sin tratamiento fue de 35.03%. A las
24 h de incubacion con el antigeno de ESP de 70 kDa hubo un increment6 de esta
poblacién celular de un 4.43%. Mientras que a las 48 h el porcentaje disminuyd
ligeramente (4.09%). Por otro lado, a las 24 h de incubacién con el control positivo
ConA hubo disminucén del 6.95%, mientras que a las 48 h los TCD4"

disminuyeron el 23.65% (Figura 17).

La poblacion de linfocitos Tyd" fue muy poco abundante, siendo de 0.85% en el
control sin tratamiento; sin embargo, en los linfocitos tratados con ESP hubo un
increment6 de 47.48% a las 24 h, mientras que a las 48 h los Tyd" incrementaron
3850%. Asimismo, a las 24 h de incubacion con ConA hubo disminucion del
26.25%, mientras que a las 48 h los Tyd" incrementaron 2933.33% (Figura 18).

Por el contrario, no se obsevo actividad basal de la IL-4" con ninguno de los

tratamientos durante los tiempos evaluados.
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Figura 18. Gréficas representativas de linfocitos Ty® incubados con ESP de 70 kDa de H.
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los Tyd'.
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9. DISCUSION
Las infecciones por NGI representan una de las principales causas de pérdidas

econOmicas del sector ganadero debido al dafio que causan a la salud y bienestar
de los rumiantes. Entre los principales NGI, el género Haemonchus spp. es un
claro ejemplo del impacto negativo de las nematodosis por el dafio severo que
provoca en los hospederos y su alta y continua prevalencia bajo condiciones de
climas tropical y templado (Guzman et al., 2010). En la actualidad, el tratamiento
comercial mas utilizado en el control de NGI son los antihelminticos, sin embargo,
su constante uso ha provocado la generacion de parasitos resistentes a multiples
farmacos comerciales, por lo que actualmente se buscan tratamientos de control
integral como es el uso de vacunas (Mederos y Banchero, 2013). Para alcanzar
este objetivo, se ha planteado la utilizacion de antigenos que entren en contacto
con el tejido del hospedero, produciendo factores inmunes eficaces durante el
proceso de infeccion, entre los que se encuentran los ESP (Newton y Meeusen,
2003; Nisbet et al., 2010).

El amplio estudio del perfil de proteinas del género Haemonchus ha permitido la
identificacion de diferentes productos con actividad protectora, mostrando una
reduccion significativa en la carga parasitaria de rumiantes (Munn y Newton, 2000;
Ekoja y Smith, 2010). El problema es la presentacion de los mismos, tratando de
conservar su actividad protectora. Para ello, se debe entender mejor la funcién
biolégica de éstos productos y su actividad durante la invasion a tejidos,
principalmente en la primeta etapa de la infeccién, llevada a cabo por los

derivados de L4, como primer estadio invasivo (Reyes-Guerrero et al., 2018).

Durante los estudios realizados con proteinas de NGI se ha logrado la
identificacion de moléculas que facilitan la invasion de larvas a tejido, desarrollo y
permanencia de las mismas en el hospedero (McNeilly et al.,, 2013). Los
mecanismos de accion durante la patogenia del nematodo son variados, entre
ellos destacan la digestion del tejido por enzimas como las metaloproteasas,
cistein proteasas y aspartil proteasas, las cuales favorecen la infeccién (Suchitra y
Joshi, 2005). Este tipo de enzimas han sido ampliamente estudiadas debido a que
cumplen un papel fundamental durante el proceso de patogenia, por lo que se han
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utilizado para el desarrollo de agentes inmunizantes como la metaloproteasa H11
y el complejo multiproteico H-gal-GP que se localizan en la membrana del intestino
del adulto de H. contortus (Newton y Meeusen, 2003). En forma similar, en el
presente estudio se detectaron dos bandas de proteinas de 15 y 70 kDa de H.
placei, las cuales se han presentado mayoritariamente y constantemente en el
cultivo in vitro. Respecto a las proteinas de 70 kDa sobresale el nivel de expresion
de factores inmunes durante su exposicion con PBMC’s. Por lo que se sugiere
como un componente necesario para la alimentacion y evolucion del nematodo
(Reyes-Guerrero et al., 2018). Respecto a las proteinas de 15 kDa y por la alta
expresion de citocinas inflamatorias durante los ensayos in vitro, posiblemente se
requiera durante la invasion al tejido e invadir al hospedero, como ha sido descrito
por otros autores (Shallig et al., 1995).

Los ESP son proteinas con importancia bioldgica que han sido exploradas en la
elaboracion de agentes vacunales; pero también presentan actividad inmuno-
moduladora, que en ocasiones favorece la permanencia de los nematodos al
disminuir la accién de factores inmunes y dafiar mas la salud del hospedero. En el
presente estudio, los ESP de aproximadamente 15 kDa derivados de larvas
endoparasitas de H. placei (L,) tuvieron un menor efecto en la proliferacion celular
a las 24 h. Sin embargo, a las 48 h de interaccién del antigeno con células
mononucleares la proliferacion celular aument6, indicando que este mecanismo
posiblemente fue bloqueado inicialmente para activarse posteriormente,
principalmente con factores asociados a la inflamacién. Estudios previos (Gomez-
Mufioz et al., 2004), sugieren que los ESP de la L, del nematodo Ostertagia
ostertagi en bovinos inhiben la respuesta de proliferacién celular, como un

mecanismo de proteccion durante su desarrollo en el tejido del estbmago.

Contrariamente al efecto del producto de 15 kDa de H. placei, el ESP de 70 kDa al
parecer regula a factores inmunes a través del factor transformante y de la
gumiocina IL-8. Estudios realizados por Shalling et al., (1996) publicaron el
reconocimiento de los ESP de aproximadamente 50-55 kDa por H. contortus por

IgG de corderos infectados. Recientemente, se ha demostrado que la proteina H.
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contortus con peso molecular comparable de 70-83 kDa induce una respuesta
inmune protectora tipo Ty2, consistente con la muerte in vitro por eosindfilos en
presencia de anticuerpos especificos para este antigeno (Newton y Meeusen,
2003). Sin embargo, existen pocos estudios reportados relacionados a terneros
infectados con H. placei. Uno de estos trabajos es el realizado por Jensen y Vieria
(2008) dénde se menciona la importancia de un producto de 68 kDa derivado del
intestino de nematodos adultos (Jensen y Vieria, 2008).

En la actualidad, las funciones de los productos de 15 y 70 kDa de H. placei
durante la patogenia que causa por la infeccion no se conocen, por lo que es
necesario comprender su relacion en la modulacion de factores inmunolégicos del
hospedero. Entre ellos, la IL-2 es expresada por linfocitos T activados después del
reconocimiento del antigeno induciendo la proliferacion de linfocitos y la secrecion
de citocinas. En el presente estudio, PBMC’s activados por el ESP de 15 kDa de
H. placei presentan una expresion temprana de esta citocina, seguida de la
expresion de citocinas asociadas a una respuesta Ty2 como IL-4 e IL-13,
involucradas en la produccion de inmunglobulinas y factores inflamatorios
(Gossner et al., 2013). Estas citocinas desarrollan un papel fundamental en la
regulacion de las funciones efectoras del hospedador contra NGI, estimulando el
crecimiento de células B, el cambio de isotipo de IgE, asi como la expresion del
FCeR1A (Craig et al., 2007). En estudios previos, durante la patogenia de
helmintos se ha observado la activacion del crecimiento de células B y la
produccién de anticuerpos por la citocina IL-5, en concordancia, en el presente
estudio el gen de transcripcion de la IL-5y el FC&R1A mostraron sobreregulacion
a las 24 h. Sumado a lo anterior, la activa participacion de eosinéfilos ha sido
notificada durante la patogenia de la hemoncosis en rumiantes, ligada ésta a IL-5
(Balic et al., 2006). Aunque, en el presente estudio no se determino la funcion de
los eosindfilos, pero si la de IL-5 se podria asumir la actividad quimiotactica para

atraer eosindfilos contra el antigeno de 15 kDa.

Nuestros resultados indican la activacion de genes que codifican para citocinas

inflamatorias IL-8 y TGFB1 a las 16 h por la proteina de 70 kDa y a las 48 h por la
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proteina de 15 kDa en PBMC’s. En correlacion, durante las primeras horas en la
patogenia por los helmintos, la IL-8 posee la capacidad quimioatrayente de
multiples promotores de la inflamacion y ataque contra NGI, como lo son los
neutrofilos. Por otro lado, el TGFB1 es una citocina con multiples funciones
regulatorias en la inflamacion, adhesion, proliferacion, quimiotaxis e
inmunoregulacion de linfocitos T y citocinas. La actividad pleiotrotopica de TGFB1
y su activacion en los diferentes tiempos, nos permitiria atribuir la activacion de
sus diferentes funciones por las proteinas identificadas en el presente estudio. Por
otro lado, es importante mencionar que los ESP de 15 kDa de H. contortus,
confieren una proteccion =270% al ser aplicados como vacuna (Gadahi et al., 2015;
Schallig et al. 1997), sin embargo, no se ha identificado el mismo efecto protector
de una proteina de peso molecular similar de la especie H. placei, por lo que se

considera importante este hallazgo en el presente estudio.

Respecto al estudio de la proteina de 70 kDa, se observo el incrementé en
proliferacion celular, factores reguladores de la respuesta inmune y factores
asociados a reacciones alérgicas e inflamacion causados por nematodos. Estudios
previos, realizados con este antigeno de H. placei demuestran el increment6 de
factores inflamatorios inmunes, resultados que coninciden con el presente estudio
(Reyes-Guerrero et al., 2018). Asimismo, estudios realizados con otros patdégenos
incluyendo a Haemonchus describen a la proteina de 70 kDa como una
glicoproteina involucrada en procesos de invasion, respuesta al estrés y
contribucion a la sobrevivencia de los nematodos Trichinella spiralis, Setaria cervi
y Brugia malayi (Gadahi et al., 2015). La respuesta de expresion de TGFSB1 e IL-8
durante el primer periodo sugieren mecanismos de modulacion para incrementar
niveles de respuesta Tyl (IFNy) y T2 asociados al dafio inflamatorio (IL-6 e IL-13)
y activacion de anticuerpos (FCe&R1A). Estos resultados indican mecanismos
inmunes tipo dicotbmicos para modular el dafio que causa el antigeno a las
células de hospedero. Sin embargo, se requiere la evaluacion de esta proteina
como agente vacunal, evaluacion de muerte celular, actividad hemolitica y de
supresion de la proliferacion inducida por mitdbgenos para confirmar si esta

respuesta es tipo protector y/o supresora.

~50 ~



Con el objetivo de explicar la posible funcion de alguna de estas citocinas, se
realizaron estudios de IL-4 por citometria de flujo en linfocitos activados por esta
proteina, los cuales indicaron que hubo una respuesta negativa. Mientras que la
respuesta de los receptores de membrana TCD4" y Tyd" se estimulo ante el
antigeno de 70 kDa de H. placei. En este sentido, también se ha reportado un
incrementd de TCD4" y Tyd" en animales resistentes a la infeccion por
hemoncosis y a un complejo de antigenos de 30-200 kDa (Jasmer et al., 2007). En
nuestro estudio, no se puede confirmar una respuesta similar porque se requieren
estudios in vivo. La explicacién que podemos asumir, es que ambos receptores
estan generando mecanismos de activacion para combatir el dafio causado por
este tipo de antigenos en los linfocitos de bovino, aunque se puede sugerir la
estimulacion de IL-13 por células TCD4" debido a los resultados de expresion
obtenidos y a su relacion con factores inflamatorios. Ademas, la secrecion de
mucosidad esta estrechamente ligada al incremento de la expresion de IL-13 por
células caliciformes que contribuyen a la expulsion del nematodo (Allen y Maizels,
2011).

Respecto a los linfocitos Tyd', éstos se pueden comportar como células
presentadoras de antigeno para inducir la activacion de TCD4"y TCD8" en células
efectoras (Abbas et al., 2015). Los mecanismos Tyd" estan presentes en el inicio y
durante la infeccién de patégenos, participando en respuesta innata y adaptativa y
contribuyendo en la secrecion de citocinas inflamatorias y de sefializaciéon como
IL-2 e IFNy (Rogers et al., 2005). En el presente trabajo, se observd un alto
porcentaje de linfocitos Ty®" y un moderado incremento de TCD4" al ser
estimulados con el antigeno de 70 kDa de H. placei. Estos resultados sugieren
gue los antigenos de ESP de H. placei fueron reconocidos principalmente por los
linfocitos Ty®", seguido de TCD4" y aunque en el presente estudio no se detectd la
participacion de IL-4, se prodria considerar su actividad al incubar las PBMC’s y el
antigeno con un mayor tiempo de exposicion. Finalmente, la literatura registra la
produccion de IFNy por linfocitos Tyd" asociados a mecanismos de inflamacién

(Hedges et al., 2003; Buza et al., 2009), cuyos resultados son similares a los que
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se observaron en el presente estudio, sugiriendo la importancia de los procesos

inflamatorios y su regulacion por diversas clases de células, Tyl y Ty2.

10. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se identificaron dos bandas de proteinas de 15y 70
kDa a partir de cultivo in vitro de L, de H. placei. El ESP de 70 kDa presento
actividad proteasa y punto isoeléctrico de ~5.7, la banda de 15 kDa no
presento actividad enzimaética.

El ESP de 70 kDa estimulé la proliferacion in vitro de linfocitos Tyd" a las 24
y 48 h, y la induccion de la proliferacion in vitro de TCD4" a las 24 h. El alto
porcentaje de linfocitos Tyd" sugiere su relacion en el reconocimiento del
antigeno y su contribucion en la secrecion de citocinas inflamatorias, ej. IL-
8, TGFB, IFNy, etc. En contraste, se observo incremento de citocinas
asociadas al reconocimiento de antigenos del nematodo por la banda de 15
kDa, por ejemplo, IL-5.

Los resultados sugieren, que ambas proteinas tienen una funcién bioldgica
importante en la interaccidbn hospedero-parasito. La proteina de 15 kDa

estimuld células tipo Ty2 asociada especificamente a las nematodosis tales
como IL-4, IL-5 y FC&R1A. En contraste, la proteina de 70 kDa esta

asociada a mecanismos modulatorios, por el incremento de receptores Tyd"
asociados a una respuesta inmunoldégica innata y adquirida, tales como IL8,
TGFR1, IL-6, IFNy y IL-13.
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12. ANEXOS
A. Técnica de McMaster (Henriksen y Aagaard, 1976)

Para la técnica de McMaster es necesario recolectar muestras de heces
directamente por via rectal. Inmediatamente, 2 gramos de las heces son disueltas
en 28 mL de solucién saturada de cloruro de sodio y se maceran con una espatula
hasta que no queden grumos. Posteriormente, se coloca una gasa sobre las heces
ya disgregadas y después de 3 minutos se retirard muestra mediante el uso de
una pipeta y es colocada en una camara de McMaster. Se realiza el conteo de

huevos en microscopio a 4X y se harén los calculos mediante la siguiente formula.

Numero de huevos cuantificados en los dos compartimientos
HPG = > X100

B. Coprocultivos y técnica de migracion larvaria (Liébano, 2004)

Los coprocultivos se realizan con materia fecal macerada y mezclada con hule
espuma y agua para mantener la oxigenacién adecuada de los cultivos y promover
la eclosién de los huevos y evolucion hasta Ls. Después de un periodo de siete
dias pequefas porciones de la mezcla son envueltas en gasas y colocadas en un
embudo de Baermann (embudo de plastico de 14 cm de didmetro acoplado con
una manguera de PVC a un tubo de ensaye) y cubiertas con agua. Posteriormente
después de 24h a temperatura ambiente son recogidos los tubos del embudo de
Baermann y son colocados durante 2 horas a 4°C.

Consecutivamente el pellet de larvas sera recuperado y colocado en un aparato de
Baermann con papel Optical Lens Paper (Thomas Scientific, USA) durante 12

horas, y seguidamente seran guardadas a 4°C hasta el momento de su uso.

C. Extraccion de DNAg a partir de L3 (DNeasy Blood & Tissue, Qiagen®)

1. Transferir el paquete de larvas (n=1000) a un tubo de 1.5 mL con la menor

cantidad posible de sobrenadante.
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2. Agregar 180 pL de buffer de lisis ATL, posteriormente, macerar las larvas en el

mismo tubo con la ayuda de un pistilo para facilitar el lisado

3. Adicionar 20 pL de proteinasa K, homogenizar mediante vértex e incubar a
56°C hasta que las larvas estén completamente lisadas. Homogenizar por vortex

ocasionalmente durante el lapso de incubacion para facilitar el proceso de lisis.
4. Adicionar 200 uL de buffer de lisis AL y homogenizar en el vortex
5. Adicionar 200 uL de etanol (grado biologia molecular) y mezclar con vértex.

6. Transferir todo el contenido del tubo a una minicolumna de centrifugacion

colocada en un tubo recolector de 2 mL (incluida en el kit).

7. Centrifugar a 9000 r.p.m. durante 2 min. Desechar el tubo recolector junto con el
filtrado.

8. Transferir la columna a un nuevo tubo colector. Adicionar 500 uL de buffer de

lavado AW1 y centrifugar a 9000r.p.m. por 2 min. Desechar sobrenadante.

9. Afnadir 500 pL del buffer AW2 y centrifugar a 14000r.p.m. por 3 min. Desechar

tubo colector con sobrenadante.

10. Pasar la columna a un tubo de 1.5 mL. AAadir 100 pL de buffer de elucion AE

directamente sobre la columna. Incubar de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.
11. Centrifugar a 9000r.p.m. por 1 min con objeto de recuperar el ADN eluido.

D. Componentes de la PCR

e 10 pL de GoTaq Promega®

e 1 pL de Oligonucleotidos Fw
e 1 pL de Oligonucleotido RV

e 100 ng/ul de ADN

c.b.p 25 pl de agua libre de nucleasas
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E. Preparacién de solucion Buffer TAE 50X (1L)
e 242 g de Tris base

e 57.1 mL de Acido acético glacial
e 100mL de 0.5 M EDTA (pH 8.0)
e AjustarpHa 7.4

F. Preparacion de 1 XPBS parallL

e 8.5¢gNaCl

e 0.800 g NapHPO,4 7H20
e 0.344 g NaH,PO, H,0
e AjustarapH 7.2

G. Medio de cultivo Hank’s Balanced Salts (Sigma-Aldrich®, St. Missouri,
USA)

e 49.2 mL (9.8 g/L) de solucion de Sales balanceadas de Hank’s sin
bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich®, St. Missouri, USA).
e 246 mL de antibiético-Antimicético (100X Gibco).

e 8 mL de eritrocitos de bovino (previamente lavados con solucién VyM)

H. SDS-PAGE

Para llevar a cabo la preparacion de geles de poliacrilamida primeramente se
limpian los vidrios formadores del gel y se esamblan formando un “sandwich”.
Posteriormente en un vaso de precipitado se preparara la mezcla del gel
separador mostrada en el cuadro 7 y se llenara % partes de mezcla en el espacio
entre las dos placas. Enseguida, afiadir encima una pequefia cantidad de
isopropanol. Esperar hasta se termine la polimerizacion y retirar el exceso de

isopropanol sobre el gel separador.

Posteriormente, en un vaso de precipitado prepara el gel concentrador mostrado
en el cuadro 15 y adicionar el liquido lentamente sobre el gel separador ya
polimerizado, inmediatamente colocar el peine formador de pozos. Esperar hasta

gue se termine la polimerizacion.
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Cuadro 14. Componentes para la preparacion de gel de poliacrilamida

Separador (Gel SDS-PAGE 5%, 5 mL)

Componente

Cantidad (mL)

H,0 1.6
Acrilamida 30% 2
Tris 1.5 M pH 8.8 1.3
SDS 10% 0.05
Persulfato de amonio 10% 0.05
TEMED 0.002

Separador (Gel SDS-PAGE 12%, 5 mL)

Componente

Cantidad (mL)

H,O 2.1
Acrilamida 30% 0.5
Tris 1.5 M pH 8.8 0.38
SDS 10% 0.03
Persulfato de Amonio 10% 0.03
TEMED 0.003

Una vez preparado el gel, montar la cAmara de electroforesis y agregar cada una
de las muestras de ESP con buffer desnaturalizante Laemmli (Bio-Rad®, USA) 4x,
utilizando en proporcion 1:3, con 10uM de 2- mercaptoethanol, 10% SDS, 0.0005

g azul de bromofenol.

Conectar a la fuente poder a 45 volts durante los primeros 15 minutos para el gel
concentrador y 90 volts durante 40 minutos para el gel separador. Al termino de la
electroforesis, se pocede ha realizar la tincibn con reactivo Coomassie Brillant
Blue G (Sigma Aldrich®, USA) por un hora y luego se destefien los geles con la
Solucién | (50% v/v de CH30OH, 10%v/v de CH3COOH y 40% v/v de dH,0) por 20
min y con la Solucién 1l (7% de CH3COOH y 93% v/v dH,O) por 2 horas

aproximadamente.

I. Método de cuantificacion de proteinas, Bradford
Se diluyen 4 ml de colorante Bradford 5X con 16 ml de agua destilada (dH,0),
esta misma se filtra en un papel whatman® #1 y se conserva a temperatura

ambiente.

Para la preparacion de la Curva estandar, se prepara una solucion de BSA

(Albumina Sérica Bovina) con PBS 1M pH 8.0 con una concentracion final de 1
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mg/mL. Se procedera a realizar las diluciones como se muestra en el cuadro
siguiente, con PBS 1M pH 8.0.

Cuadro 15. Preparacion de la curva estandar de BSA

D BSA dH,0() Volumen final

Img/mL (uL) (uL)
BSAO 0 200 200
BSA 1 10 190 200
BSA 2 20 180 200
BSA 3 40 160 200
BSA 4 80 120 200
BSA S5 160 40 200

En cada pozo de la placa se introducen 10 yL de las soluciones de la curva

estandar (BSA 0-5) mencionados en el cuadro anterior. Se agregan 200 yL de

Bradford preparado anteriormente a cada pozo, por lo que se obtienen las

concentraciones finales de BSA especificadas en el cuadro 17.

Cuadro 16. Concentraciones finales de la curva estandar

D Volumen de estandares |Bradford | Concentracion
de BSA (uL) (uL) final (ug/mL)

BSAO 10 200 0

BSA 1 10 200 0.0024
BSA 2 10 200 0.0028
BSA 3 10 200 0.0095
BSA 4 10 200 0.019
BSA S5 10 200 0.038

A continuacion, se realizan diluciones seriadas de la proteina objetivo con PBS 1X
pH 8.0. Relacién proteina: PBS, (Dilucion 107,102 y 107). Asegurarse de

homogenizar bien la solucion de proteinas antes de diluir. Ademas, es importante
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recalcar que se realizan por triplicado cada una de las diluciones a evaluar de la
proteina y de la curva estandar.

Posteriormente se deja incubar a 37°C por 10 minutos y al término se lee en un
lector de Elisa a 595 nm de longitud de onda.

Posteriormente, se realiza la regresion lineal de los datos y se pide la ecuacion de
la recta (Y = mX + b), asi como el valor coeficiente de determinacién (r?), el cual
para tener una aproximacion adecuada debe ser no menos de 0.98.

Y = Absorbancia

m = pendiente de la recta
X = pg/uL de proteina

b = la ordenada al origen

Y=mX+Db

por lo tanto:

Absorbancia = [(valor de la pendiente) (ug / uL de proteina)] + ordenada al origen

J. Electroforesis bidimensional

El Isoelectroenfoque (IEF) o Primera Dimension se realiza disolviendo la muestra
en amortiguador de solubilizacion (Urea 8M, CHAPS al 2%, Dithiothreitol (DTT) 10
mM, IPG buffer al 0.5%, Azul de Bromofenol a 0.002%.) a una concentracion de
125 pyL de amortiguador de solubilizacion con 125 pg de proteina total.
Posteriormente, la mezcla es colocada en contacto con la tirilla de poliacrilamida
de 7 cm de longitud por 0.5 mm de espesor con gradiente de pH 3-10 (Inmobiline
DryStrip, Sigma-Aldrich®, St. Missouri, USA). A continuacion, se incuba por 18 h a
temperatura ambiente para que la muestra penetre en la tirilla y al mismo tiempo
se hidrate. En seguida, se lleva a cabo el Isoelectroenfoque durante 2.5 h en una
camara IPG-Phor Ettan Ill (GE Healthcare Bio-Science, Uppsala, Sweden)

siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante de las tirillas.

Una vez concluido el Isoelectroenfoque, se procede a llevar a cabo la fase de
segunda dimension o 2D. Para ello se recuperan las tirillas de poliacrilamida y se
procede a incubarlas durante 15 min en una solucibn de amortiguador de

equilibrado (Cuadrol8) suplementado con DTT (100 mg/10mL) para reducir los
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puentes disulfuro de las proteinas y al terminar esta fase. Posteriormente, se
incuban por 15 min en amortiguador de equilibrado (Cuadro18) suplementado con
lodoacetamida (250 mg/10 mL) para alkilar las proteinas como prerrequisito previo

a la electroforesis siguiente.

A continuacion, la tirilla es colocada horizontalmente sobre un gel de poliacrilamida
al 12% en la camara Mini Protean Tetra (Bio-Rad®, USA) a un voltaje constante
de 150 volts. Terminada la electroforesis, se pocede ha realizar la tincion con
reactivo Coomassie Brillant Blue G (Sigma Aldrich®, USA) por una h y luego se
destefien los geles con la Solucion | (50% v/v de CH30OH, 10%v/v de CH3;COOH y
40% v/v de dH,0) por 20 min y con la Solucion Il (7% de CH3COOH y 93% v/v
dH,0) por 2 horas aproximadamente.

Cuadro 17. Amortiguador de equilibrado

Componente Concentracion
Tris-Cl 50 mM
Urea 6.0M
Glicerol 30%
SDS 2%
azul de bromofenol 0.0005 g

K. Obtencién y cuantificacién de células mononucleares por Lymphoprep™
(Axis-Shield)

Las muestras de sangre periférica del Bovino son procesadas inmediatamente
bajo condiciones de asepsia. La sangre se diluye con PBS 1M pH 7.4, proporcién
1:1 (3 mL de sangre y 3 mL de PBS) homogenizando lentamente con una pipeta

seroldgica la dilucién para evitar lisis de eritrocitos y otras células.

En un tubo se colocan 3 mL de Lymphoprep (Axis-shield®) y adicionan 6 mL de la
mezcla de sangre + PBS verter por la pared del tubo sin mezclar con Lymphoprep

de tal modo queden dos fases (Figura 19).
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e Sangre + PBS 1M pH 7.2
.—QLymphoprep (Axis-shield®)

Figura 19. Gradiente de Lymphoprep con sangre periférica de ovinos

A continuacion, centrifugar a 800 xg durante 30 min a temperatura ambiente (25
°C). Al término se observard la distribucion de las células sanguineas en fases
(Figura 20), con cuidado de no tomar eritrocitos y usando pipeta pasteur los

leucocitos se trasladan a otro tubo.

m—— P|asma sanguineo

v s> (it OCILOS

Figura 20. Distribucion de las células sanguineas

PBMC’S

Inmediatamente los leucocitos son lavados con PBS pH 7.2 descartando el
sobrenadante, y son conservados en medio RPMI+HEPES (Anexo L).

La cuantificacion de PBM'C se realiza diluyendo 45 yL de azul tripano con 5uL de
PBM'C en medio RPMI+HEPES, Anexo L (proporcion 1:10). Posteriormente, la
muestra de la dilucion anterior se coloca sobre la camara de Neubauer y se
procede a cuantificar en el microscopio a 40X. Para la cuantificacion de leucocitos
se toma en consideracion los cuadrantes La concentracion de células blancas

sobre mililitro, se obtuvo mediante la siguiente formula:
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Células  numero total de células »
= X factor de dolucién X 10*

mililitro 4

L. Medio RPMI suplementado para cultivo de linfocitos
e 445 mL de medio RPMI+HEPES (Gibco® Carlsbad, California USA)
e 5 mL Suero Fetal Bovino (10%)
e 500 pL Antibiotico-Antimicotico 1X (Gibco® Carlsbad, California USA)

M. Extraccion de RNA con TRizol® Reagent Max™ Bacterial Isolation kit
1. Adicionar 1 mL de TRizol®, y dejar actuar por 5 minutos a temperatura

ambiente.

2. Adicionar 200 uL de cloroformo por cada 500 uL de trizol. Agitar 15 segundos y

dejar actuar 3 minutos a temperatura ambiente.

3. Centrifugar 13000 rpm, 20 segundos a 4°C, posteriormente tomar la fase

acuosa a un tubo de 1.5 mL

4. Adicionar 500 uL de Isopropanol frio para precipitar el RNA. Mezclar

suavemente con pipeteo e incubar 15 minutos o dejar durante la noche a 20°C.
6. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C, desechar sobrenadante.
7. Adicionar 1 mL de Etanol frio al 75% y centrifugar 7500 rpm, 5 minutos 4°C.

8. Descartar sobrenadante y dejar secar en la campana de flujo laminar.

Resuspender con agua libre de nucleasas.
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