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RES UM EN
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para ) la J anaplasmos:s
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algunas altamente 1nmunogen|cas. Para la cepa Mcx-l7 se demostro

un total’ de hasta l7 bandas d
SDS a IOA'teﬁldos convAzul: e'Coomassu: R-250 y:en“todas las cepas_,

protelna en‘un gcl de'pollacrllamlda-'

estudladas

cspecnfxcamente :

res c‘ebés; Méx-17, Méx-15

12 antigenos que inducen
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una respuesta de IgG2 .y reconocidas.solo.por animales }inm;ini_zados‘ y
\ 14, "MSP-2"y MSP-5 ya

protegidos. Estas proteinas-incluyen;:

reportadas. .y siete. proteinas.(

nunca-ant

especific

inmunizados

ontrol positivo.

mostraron  ‘diferencias
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significantes .entre la sefial "de CD4+ ‘en células ‘estimuladas por

fracciones: ‘extractos’ crudos . de

‘detectaron

recomiend

molecula

anaplasmosis
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CAPITULO 1

1.0 INTRODUCCION' )
una enfermcdad

La anaplasmosns c infecciosa no contaglosa, de ‘alta

importancia en; la ganaderla
Anaplasma:: r

garrapatas Yy

988)' En Mexxcq,
‘ 1988) ‘que

La» transmlsxon
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gencros de garrapatas ledldaS entre cuales se cuentan,, Boophilus

no ex1ste todavxa. Uno de los prlmeros

la anaplasmos:s se basaba en la premunlzacxon' es decir Ila
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1noculacxon de bovnnos con'sangre lnfectada con.cepas de campo de A

marglnale segu1do por tratamlento con tetracnclxnas,’ 1nducxendo una'

prxmeros 1nvest1gadorcs que estudnaron-ﬂa rqs
ey
1
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por este tlpO de vacunas Y desde entonces, otros investigadores .las

d:yfe(ren’tv‘es palses

En otros

extractos
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adccuada cuando se utxlxzaron como 'inmunégenrb‘s “micntras que ‘el
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MSP  funcionarian. como candidatos de vacuna por ser  altamente
inmunoreactivas: )

No cabe,du:da,d'e_,que,e e‘x’ito::enil‘q?clabOracién:de:una vacuna:debe de"-

enfermeda S
mostrados -proteccion

muy

mexicanas. . de"
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las dnferencms antlgemcas que exxsten “entre las

a; Justlflcando

probablemente por

d‘e ccpas de

los mecanlsmos

nmunldad se"basa 'eh

'vtlro en celula .mon nucleares

bovxnos 1nmunlzados.
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3. Identificar: por inmunoelectrotransferencia antigenos IgeG2

especificos presentes en los tres aislados mexicanos de 4.
"MSP ya

marginale, i ‘determinar cuales de éstos son. .las;
publicadas!yicuales son antigenos nuevos capaces. de estimular
una ‘respuesta . inmunoprotectora’ vacunados 'y

en bovinos

desafiado

a”tlgen‘ojé 1gG2
‘linfocitos CD4+ y la
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CAPITULO 11

2.0 REVISION DE LITERATURA:

2.1 Definicién v patogénesis de I1a enfermedad:

La anaplasmosis bovina es una enfermedad hemoparasitica, infecciosa
por la rickettsia Anaplasma

no contagiosa causada en bovinos

la que pertenece al gernogrupo I/ de las erhllchxas en el
la familia Anaplasmataceae (Rxstlc y Krexr,

marginale,
orden Rickertsiales y
1984; Dumler y col., 2001) El

transmitido’ por garrapatas ixédid s:d

puede’ transmit
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Figura §:

C

LEYENDA: a) aborso, b) muerte y c) caquexia severa por una
infeccion experimental de anaplasmosis.

durante los siguientes 15 a 45 dfas los bovinos no muestran signos
clinicos de la enfermedad. La rickettsemia, representada como el
nGimero de GR infectados (en porcentaje), se inicia en forma discreta,
en ausencia de fiebre, posteriormente, en un periodo muy corto se
inicia la destruccién acelerada de los eritrocitos. Este periodo
coincide con la mayor multiplicacién de la rickettsia y con ¢l aumento
de Ia temperatura rectal (Tr) mayor de 40°C. Alrededor de ecste
tiempo, s¢c empiezan a manifestar los signos clinicos de la enfermedad
como; debilidad, anorexia, deshidratacién, pérdida de peso,
disminucién de produccién léctea e ictericia. Los animales
sobrevivientes tardan varios meses en recuperar su peso y produccién
7

.
Dd
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inicial y se convnerten en los principales portadores de la rncketts:a.

La perdlda dc peso se atnbuye»parcxalmente ‘a
cxtosxna “fac

. Ios efectos_' de

actnvacxon,de complemenlo

GR mediante la

s

R

|
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icaciéon:

2.2 Clas

A. marginale pertenece a un grupo de bactenas cocoxdes pequeﬁas,

-Gram negativas y parasntos 1nfectan“"

hospedera dentro de
(Rikihisa, 1991); un: 6rgano

Anaplasm& spp vsé, podxffa»




36

Reino Procariotes

Gracxllcutes

Divisién
Clase
Ordeén”
Familia
Género

Especies

Hasta el aiio 2000 al Anaplasma spp pertenecx’aﬁ las

rickettsias 1ntra erxtrocxtlcas A margznale ‘A. centrale, A: ovis'y .

(Rlstxc ] iT ] D’e;s'de'v que "se publxco 'estai‘

caudatum

DNA"

andlis

la e

p[alys y A
del

espectacula

rickettsi

dado qu'ehlél
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comparacnén con otros mxembros del genero

un minimo dc 96 l% en.
clas flCaClon o i especxes

Anaplasma a

nucleotldos del

marglnale A. ovzs, ‘A,

2.3 Morfologia:

A. marginale es uria rickett

0.2 a

spp tienen colas que estan hecha de maternas prolelcas (Krcxr ¥ Ristic,

1963; Kocan y col., 1978 Kocan y col., 1984).
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2.4 Transm

2.4.1 Transm
Smith y Kilborne (1893) fuecron los primeros investigadore"s 'qu:e

del ganado cuando establecieron la transmisiéon de - Babes:a” sppen’

bovinos por garrapatas Por Io gencral

como la babcs:osxs,

: forma

Boophllus

s:mus,~R.'

variabili

ef:cxen'tes .para
col. l992a&b ‘Ge'y col
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se debe a la infeccién’ generahzada y persnstente de la rxckett51a muy

caracterlstlca en garrapatas machos en: comparacnon con lﬂS hcmbras

la anaplasmosxs don e’ exxste est espec1e.




T clian e R
- gErPpRes. M

LEYENDA: Civtado de Parasirology Today, 1999. Vol. No. 15¢169).

La transmision biolégica de 4. marginale involucra una ectapa de
multiplicacién y de desarrollo de la rickettsia en varios tejidos de la
garrapata los que incluyen; las células epiteliales de la parte media
dcl cstémago (Stiller y col., 1989; Kocan y co0l.1992a&b), células
musculares, el hemocele y las gldndulas salivales. La transmisién
ocurre cuando la garrapata se alimenta de un animal susceptible
(Kocan, 1986; Kocan y col., 1992a&b Ge y col., 1996). Al ser
introducidos en la sangre de un bovino susceptible, los CI de
Anaplasma marginale rapidamente invaden los eritrocitos maduros. El
proceso de la invasién del GR involucra un mecanismo en ¢l cual

ciertos receptores en la superficie del eritrocito y otros en la
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membrana externa de. la 4. _marglnale permlten que la rlckettsna

1la™ memb’ 1a ) plasmatlca de. la”'futu a celula

penct'rc

esté"fmeivnera', Ias garrapatas pueden ‘tra
sangre - .infectada a otro bovino

bi'olégico de la rickettsia.

2.4.2 Transmisién mecdnica:

La transmisién mecanica ocurre lnsectos

hematéfagos como; moscas de establo (Slomox‘ K calcurans). mosca
1 T.

del cuerno (Haematobia

irritans)
>squ1tos de los

atratus, T. abacator, T.
1965' Lotze,

géneros Pso’r‘op}v{z‘orra, spp
1944; Howell ’1’95‘7’ Yértima

multlpllcacxon o repllcacxon de Anaplasma
moscas‘ (RlSth, 1968). En esta forma de t

depende’ del tiempo entre la 1nterrupcxon dc ali

mosca 'y la prédxima alimentacidn.

2.4.3 Transmision iatrogénica:

Esta puede ocurrir durante manipulacibnés como

quxrurglcas

vacunaciones, castraciones, descornes (D 1950) cuando los

utensilios no han sido esterilizado adecuad mente Se puede incluir la
“por “inoculacién via

(Marktl 1990; Stoger, 1990)
lntcresantcmente éstos ultimos

e AON

transmisién experimental  que | s
subcut

intravenosa, intramuscular,.

bajo la transmisién  iatrogénica:
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autores reportan la transmisién via - oral bajo condiciones

experimentales.

2.4.4 Transmisién Ver

la

Algunos investigadores: ha epor ado la transm1510n in-“tdtero- de

anaplasmosis. L
(1987) ‘reportan

Rénsburg,

“Aimarginale "ha” sido

ver 1cal d

demostrada por numerosos" xnvesugadores, no ha sido considerada de

1mportancxa epizootiolégica (Ristic, 1960; Dalgliesh, 1984).

2.5 Epidemiologia ¢ Importancia econémica:

2.5.1 Distribucién:

2.5.1.1 Prevalcncia de 1a anaplasmosis a nivel mundial:

La anaplasmosis es de distribucién mundial y es mas importante en
zonas tropicales y sub-tropicales aunque también se localiza en zonas
1976). La anaplasmosis se encuentra en regionésr

templadas (Callow,
paises . en Afriqca‘. ':VAsia'.

diferentes del mundo abarcando, varios
de .Estados:

México

Australia, medlo Onente

partes’

Sudamerlca Yy Centroamerlca

Jorgensen:

annplasmo

para las zonas de mucha lluvia Yy menos en.zona

seroepidemiologico realizado en la zona de
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Venezuela‘ James Y. col., (1985) iunhzaronv‘_ las “técnicas " de

lnd'rccta Y. aglutlnac 6n” e

lnmunofluere en

estaba asociada

andersoni

del estudio cuer
pacificz)i. E
anaplasmasi

de leche e

v la gacela
“Las

Sudafrica.

los bovnnos s sceptxbles.

FALLZ
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2.5.1.2 Prevalencia de Ila anaplasmosis en México:

En México, la anaplasmosis es por lo general endémica (Trapaga y

col.;’ 1988) con mayor incidencia en zonas tropicales 'y subtroplcales o
1991) en relacidén directa con la prcsencxa de 10s vectores'i“
de

(Fragoso,

Dentro

en "esas regiones.

artrop os

.-varios e}stu‘dlosx“

‘tra a_]o mas

mxentras que'en un



2.5.2 Importancia econémica:

de gran importancia econémxca én el “mundo,

La anaplasmosis es

representando uno de

los mayores_ obstaculos para

muy costosos muertcs

45

“la-. produccnén de
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2.5.3 Susceptibilidad de razas de _ bovinos:

Se han realizado varios estudios para investigar si hay diférénc1és en

la susceptibilidad a la anaplasmosis entre las razas’ de’ Bos !aurus y de_ )
vesugadores

Bos indicus y los resultados han sido variables. Varl

las’razas ' Bos =

han reportado mas susceptlbllldad a la anaplasmosxs

1947) con un auﬁ:x'/e'tr

col;, 1968; Lotze,

los casos de tipo I1gG1, que son tr'

desafiados becerros no

la resistencia ‘en !
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2.6 Vacunacién contra la anaplasmosis:

La primera vacuna contra la anaplasmosis fue desarrollada‘por Theller

en 1912, que demostré por primera vez ‘la’ p
los aislados de A. centrale en conffontaclo es
Desde enlonces, ha- habldo esfuerzos por

presentaban

marginale (Theiler, 1912).
parte de varios investigadores en diferentes partcS'del

elaboracién de una vacuna eficaz pero todavia no sc,c,ue_nta con juna

vacuna universal contra esta enfermedad.

2.6.1 Premunizacién con 4. marginale
2.6.1.1 Premunizacién con_una cepa virulenta de A. marginale:

Este tipo de vacunas se basa en la inoculacién de bovinos suceptibles
con sangre infectada con una cepa viva y virulenta de 4. marginale
seguido por tratamiento de los animales con tetraciclinas cuando la
infeccién se inicia para prevenir la presentacién de signos clinicos en
riesgo de transmitir otros

1988) y

forma mas severa. Este método conlleva el
patdgenos: como el virus de leucosis bovina (Rogers y col.,

tarhb_ién hace dificil la estandarizacién de la dosis.

2.6.1.2 Premunizacién con una cepa atenuada de A. marginale:

Se ha investigado e! uso de cepas atenuadas de 4. marginale en

vacunas experimentales contra la anaplasmosis (Ristic y Carson,

1977). Los métodos de atenuacidén utilizados han sido la irradiacién
de A. marginale virulenta- conruna dosis de i‘ayoS gamma y la
’ ; medlante ‘la-

seleccxon de ‘una cepa 'no v‘lrulenta dc A

y col.’;

adultos abortos
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2.6.2 Premunizacién con 4. centrale:

En el trabajo de Theiler (1912) se mostré la capacidad de proteccién

cruzada que presentaba 4. centrale. contra infecciones -con A.

marginale. A partir de enténces sc - ha utilizado una cepa de 4.

centrale de origen sudafricana ‘. en: dxferentes lugares del mundo
¢ ="ha _utilizado este tipo de

(Rogers Sy Shiels,

(Potgieter, 1979). Entre los p'aisés'/

vacuna estén: ~Israel.. (Pipano,
1979), Sudéfnca (Potgxe:er,a'
Maldwx (T_]

rnrhOJ y col 1997

afios antes. Estos investigadores desarrol

antngeno de A

basado “en un anticuerpo monoclonal especxfxco al
centrale de PM de 116 kDa para detectar bovinos pers:stente.mente
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infectados ‘con .la .cepa vac'unal'dc A. cenrtrale algo lmportante para

dxferenc:ar anlmales vacunados'con esta cepa y los verdaderamente

lnfcctados‘ con A

y cl ramente la respuesla de memona

cepa vacunal de A. centrale.

2.6.3 Vacunas inactivadas de 4. marginale: ;
Uno de los primeros estudios para investigar el. hsé

qulenes compararon la respuesta lnmunoprotectora

inmunogenq
Aunque -:los’

celular.:
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1970) que se veia en algunos becerros de

neonatal (Dennls y col.,
La- destruccxén de

vacunadas ‘con este’ tlpO de'lnmunogeno.

vacas:
erltroc:tos. esta’ ocasxonada por.accidon’ defanticuerpos desarrollados

proceso;

xnactlvada contra

(RIBIQ) y desafiados’

2.7 In'mlilblida;l v Profilax

Un pdc;i'después del” descub
en el -afio 1908, el mismo xnvestlgador observoAque
1noculac1on “de ‘una cepa

los animales se

la

podian proteger 1nmunolég1camente con-
cenrrale la cual ocasionaba

viva de la especxe menos pa é6gena de A.
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una enfermedad hgera asocxada con: proteccxon (Thexler, 1912). C;isi

cinco decadas despues,,se demostréyen experlmentosnm ‘amplios que

proteinas que codlfxcan.»

entonces ha sido importantei’e
antigénica, un -fenémeno i ‘muy
patégenos. A lo.-largo. "de 'los" anos

clasificado y ' caracterizado dit‘erentes axslado

basindose en las variaciones a nivel de los anugenos de superflcxe de

la rickettsia tanto como al nivel de los genes codificantes de estas
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protelnas. Bear y Phxlpot (I987) estlmaron el tamaﬁo cromosomal de

la 4. marglnale a: los 340 knlobases dc pares

dxferen’ci
diferenciailen

aminoacid

caracteristica

marginal
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marg:nale (Flonda lOSkDa, South ldaho 97kDa, Noxv'i‘h Texas-89kDa,
Vlrglnla 70kDa y Washxngton 86kDa) . : ‘

‘ajri;o‘s" “investigadores (Krueger y

col., 1989; Krueger
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2.9 Antigenos inmunoprotcctores:

Las vacunas basadas en inmunégenos derivados de sangre bovina
infectada con A. marginale no han logrado los requisitos- de una

vacuna altamente eficaz por la proteccidn parcxal asocnada 'g:o_n

desafios ‘heterélogos y los problemas asocxados con Ia segurldad del "

producto (Rxstnc y Carson,_ 1977’7Kuttler’

relacxonadas

ubxcadas en’
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col. 1987)' MSP la esta codlf:cada por un solo gene mspa mlentras
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juegan estas protclnas en. la lnvasnon de erntrocxtos tanto como .en las

etapas

A. marglndle. b
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2.9.2 MSP-2:

Esta es una proteina lnmunodomlnantc de .la_ superficie -de:-la

€s0o se expresa

Varios:- erstudx

n:'bovinos :inducen

protecclon nfecc1ones aguda sis’ se cree que la

1nfeccxon persxstente de anaplasmosxs “puede’ producir variantes

e
A

o N
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capaces de evadlr’la respuesta 1nmunoprotectora establecxda por

vacunacxon ‘con: el MSP 2 En un estudxo por Palmer y colx (1999) se

bovxno (Palmer, 2002) se requena que el gen msp2 del 25 al 50% de

todo ‘el™ genoma de A. marginale. Barbet y col., (2000) han mostrado
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que el gen codxfxcante de MSP-2 esta hecho por un operon de’ Cuatro

‘“open readlng%frames (ORF orf2 ar_/'3 orf4 msp2) dentro de un solo

sntxo de ‘expres
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(1996) han 1nvest|gado el uso de MSP -3 ' como antigeno para
. cspccxflcad en el

Barbet,
con otras

sero- dxagnéstxco y auscncna

reportan la"

cruzados

equi y C.
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2.9.5S MSP-5:

La MSP-5 es una protél’hé' de’ Ia"memb:'r'a"n”a;;dé:l"M de 19 kDa. 'Ers':ta

sxstemas

dnsocxatlvos de electroforesx

lo que hace que esta prueba seaf,

ELISA, "
infecciones por diferente especies de anaplasma.

2.10 Otros antigenos de 4. marginale:

En el trabajo de Brown y col., (1998) se co'n'clug'f‘e'un

debe de haber antigenos

epitopos relevantes a la estimulacién - del )
bovinos. Esta creencia‘ se fortalece"por obscrvacxones de varios’
la presencxa de varias

los . cuales

investigadores
protcinas' en .extractos de A. marginale son

de antlgenos ya caracterxzados. Aunque algunas de estas proteinas
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pucden ser variantes . de los anugenos ya estudlados, existe una alta
’lnmunoprolectoras.

la: ex:stcncna { de ’

posxblhdad de "protexnas

oce fantlgevnqs

2002)

de~.'“' ‘ n’ -prdbiéqades‘

presencx'a"
en el rango de’ PM de 17 43kDa. ‘En’ el mismo
que la proteina de PM de 27kDa fue probado y

1ndu_|o“protecc1én en bovinos inmunizado y esta proteccién fue

asocxada con la produccién de 1gG2.

2.11 Antigenos de las etapas dec 4. marginale cn la garvrapata:

Dentro de la garrapata, la rickettsia 4. marginale se desarrolla en

varios tejidos como las glandulas salivares, células de la parte media

del estdmago en donde este desarrollo estéd programado en una manera

coordinada con el ciclo biolégico del vector. Mucha de Ia 1n!'ormac10n

acerca de los anngenos expresados por esta

uin y col., 2000)

tapa:de la' garrapata de 4. marguzale ha'zmostrado que
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después . de varlos pases cn cultlvo tn vllro (Barbet yicol., 1999)
a: secuencnacxén Y. el‘

Consxdcrando en partxcular la protclna MSP la

vacuna' basada en. 1nmun6geno produc1do -cn, culti

1970).

2.12 Meccanismos inmunolégicos:
2.12.1 La respuesta humoral:

A pesar de las observaciones

cl:nlcas

inmunoproteccién de bovinos

clinica, todavia no se han llegado‘

la respuesta 1nmunolég1ca prol

aun, tampocoiseiha

la producclon ‘dc anucuerpos

humoral en ,esta enf'ermedad anolucra

flJadOl’eS del comblemento (Murphy y col.,‘j1966 USDA 1958),
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aglullnantes (Amerault y Toby, 1968), preclpltantes (Rxstxc Y. ‘Mann,
l972). = Algunos

1963) 5% opsonlzantes ,(Cpx Dlmopoullos.

1nvest1gadore

pasiva’ dc antxcuerpos ;hxpennmuncs antl-Anaplasma de origen bovino

no protege contra’la ‘anaplasmosis clinica. Segin Gale y col., (1996)

TESIS €0
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esto se puede atrlbun‘ a la evoluc:on de A marglnale para evadlr la

2.12.2 L.a respuesta celujar:
Buening (1973) estudié la

vacunados y protegxdos contra

respuesta :

entonces que la
células xnmunoefectoras
col., (1966),
(1977)

establecierc

celular

mldlcndo la respuesta celular ln vive

estudxos,,los autores mldleron in v:lro eI paramet'ro de La lnhlblcxon
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proteg:dos los valores de LMIT eran mas altos que en los ammales en

los que:; la protecc10n era parc:al. Segun estos resultados, el _valor de

"LMIT eslaba relacno

ha mostrado que la inmunoproteccién en~anxmales vacunados  esta

directamente relacionada no solo con una respuesta celular de tipo
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Thil sxno tamblen con el desarrollo snmuletanco de altos niveles de
IgG2 (Brown Ly col.,' 1998) Estc lsotlpo de’ lgG hasta~entonccs se
sabia- que tenia propledades opsonlzantes contra:Clidesa marg:nale

(Cantor y.i.c
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la -capacidad fagocitica de ‘los

expresar receptores Fc . .aumentando

mismos:- (Palmer.y MéElwai'Vn,_i‘l:‘9_i95)/iy ,:lziipxj'ddu‘c'c‘idh"dg:"NOV’_(A.'c!ler y

col.,.:

potente’

ien cféctd'mlfbgenico:eh'loé'mllsmés">CD4‘~4‘-1})’/“"adeﬁizi§
los ‘maéxjf)fagbs' para: aumentar la produccién de 1L-1 que

estxmula‘
receptores de

estlmula ‘los propios macréfagos para expresar los
'MHC—U los cuales son importantes para la presentacién de antigenos.

2.12.3 Proteccién cruzada e inmunidad especifica de cepa:

investigadores han demostrado que la vacunacién de bovinos

Varios
desafios

con A. marginale induce una proteccién sélida contra

homdélogos (Palmer, 1989). Esta observacién se ha corroborado con

tres cepas meXxicanas de A. marginale en varios estudios hcchos por el

grupo. . de ‘Rodnguez‘ y ‘col., " (1999). En estos y- otros estudlo la‘
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1994; Alleman y col., 1997) Por todas estas caracteristicas de A.
margina[e'la’elaboracién de vacunas de eficacia universal todavia no

'se'ha'logrado‘.f""" TR R T

i L =Ay
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CAPITULO 111
(EXPERIMENTO I)
3.0 PRODUCCION DEL INMUNOGENO _EXPERIMENTAL DE 4.

marginale (Méx-15, Méx-17 v _Méx-30) Y PURIFICACION_ DE
PROTEINA DE ERITROCITOS BOVINOS NO INFECTADOS:

RESUMEN:

Para obtener antigenos de las tres cepas mexicanas de A. marginale
estudiadas, se inocularon bovinos esplenectomizados via
intramuscular con sangre infectada equivalente a 1x10% GRi de cada

uno dec los tres aislados estudiados.’' Esta’ sangre  se mantuvo en

criopreservacién:

esplenecto

élf cultivo ‘celular para 4.

‘Los componentes proteicos de
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los extractos de A. marginale purificado de esta manera mostré
proteinas inmunogénicas por -lo qQue  se concluye que este esquema

‘sigue+siendo™util para producir inmunégenos de U7 marginale para

varios-estudios.

3.1.INTRODUCCION:

‘para preparar. . inmunégeno

relacionados . cc

la infeccién:
en el bazo:

bovinos, lo

col. (1983) utilizaron “la ‘in c inale en bovinos’

esplenectomizados para producir. sangre ‘infectada, la cual utilizaron

TESIS COW
FAL1




72

como fuente de antxgeno de la rnckettsna para desarrollar las. técnicas

dlagnosucas de aglullnaclon en tar_]eta y fx_yacxon de complemento En

durante’el: prqceso de-la‘purificacién
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Rodrlgucz y col., (1986) . reportaron el .uso. de gradlentes de dens:dad

de ‘de’ 'y .

pohvnnxlpnrrohdona sxllca, ~para

un : compuesto

marg:nale como:el dercultlvo de A

garrapata A scapularls. El

3.2 MATERIALES Y METODOS:
3.2.1 Aislados de 4. marginale:

Méx-17 y Méx-30).

criopreservaciéon cn las
del CENID PAVET del

in v:tro para corroborar la proteccxon cruzada con la misma cepa.

A1 Y L Y K
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Tres de estos cuatro axslados han sido caracterlzados bxolégxcamente

en cuanto. a -su: vxrulencxa'/y su capactdad 1nmunoprotectora (Garc:a-

Veracrﬁi.
3.2.2 Animales experimentales:

de edad promedio

(Bos
contra 4. marginale y Babesia spp p

libres de brucelosis y de trti‘béyr ulo

taurus),

México. Los nueve bovinos -

Centro Nacional

de InVestlgaclones

de

to T ) [ A :
csplenectomlzados e 1nmunodcpremldos‘ con dexametasona (Azxum®)

sostenlmle

a la dos Sm‘g/anlmal/dla via intramuscular y usados en grupos de

tres pax"a‘ la produccién de sangre infectada de cada aislado.

3.2.2.1 Inoculacién y Monitorco de bovinos esplenectomizados:

Una vez recuperados los bovinos de la cirugia se les tomaron datos

bisicos de hematocrito, temperatura rectales (Tr), peso corporal y

f ESE
FFALT
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sangre para frotxs teﬁldo con el colorante de Glemsa para destacar la

prescncla dc hemoparasxtos La sangre para hacer frolls y para medxr

La sangre

veces ‘pbr 15 min en
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solucién sahnd de Puck pH 7.4 (l”uck y col., l958) a 4°C, 1500xg en

1 sobrenada te’ Ly ila: capa ‘flogistica

una centnfuga cada vez rellrando g
ancos. La sangre para experlmcntos dc xnfeccxon se

de globulos
kguardéyen‘ cnopreservacxon a —196 C en nxtrégeno lxquldo utlhzando
»O% en solucién salina de Puck pH 7.4 y la sangre para el

los experimentos de este’ estudxo se

axslamxento de anllgeno para
~conservo a -—70 C en DMSO al 10% en solucién salina de Puck hasta

su uSO.

3.2.3 Purificacién del antigeno de 4. marginale:

La sangre infectada se obtuvo del congelador a —70°C y se. descongclé

ripidamente en bafio Maria a 37°C. La sangre

SOpg/ml y el inhibidor de proteasaS' ferni‘l“rne’t.i
(PMSF) lmM] una vez por 10 minut : H0> C

glébulos blancos - y ¢ sus

;volumenes de solucién
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volimenes de‘una solucnon esterxl isd osmoética -de . Percoll/0.15M

cloruro de sodxo (l par c de‘ 1 5M NaCl'+ 9 partes de Percoll al 100%

Percoll 1so osmotxco)

pequeﬂa [ este antigeno se utlllZO para determxnar

concentracxon de protclnas por la técnica de Bradford.

3.2.4 Purificaéién de proteinas de las membranas

de eritrocitos bovinos no infectados:

El ecstroma de eritrocitos bovinos no infectados se utilizé como
control en los ensayos de electroforesis, iririi'uno'blot'
lxnfoproleeracnon in vitro y en cultivo celular para los expenmentos'

de estimulacién de linfocitos T CD4-+ con fraccxones de a

cepa Mex'vl7 obtenlda por electroforesis de fluJo
1nfectad05‘

preparacnén de estroma de entrocxtos no

los bovxn
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scdimento de membranas eritrociticus.‘Los eritrocitos se lisaron con
0.0IMipH 7.5

una SOluclOn dc clo‘ruro de amonxo al 0 83%, Tns HCI

- 1ncubando
,centrlf ga

prcparaCIO ‘ t . )
7.4 a’ las mxsmas ‘condiciones hasta que:-adquirié.unicolor:rosa: claro.

El estroma ‘purificado se.guardé’ a’—70°C hasta su uso y una cantidad
pequefia se ‘'utilizé para la ‘determinacién de concentracién de

proteinas por la técnica de Bradford.

3.2.5 Determinacién _de concentracién de proteinas en el extracto
de A. marginale y de¢ _critrocitos bovinos ne infectados por 1la

técnica de Bradford:
Se utilizé una solucidén estandar de albvimina sérica bovina (BSA) en

agua destilada a 0.1mg/ml para preparar en duplicado soluciones de
concentracién de 1.0, 2.5, 5.0 y 10.0 ug/ml en un volumen final de

2ml en el cual 400;1.1 era; de] reactlvo de Bradford [Azul Brlllante de

¢ agregéd 400pul

tilada ‘en un volumen

TESIS CON
FALLA DE ORICEN 4
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final de 2ml. En menos de una hora despues de agregar el reacuvo de

Bradford seleyeron las ,densxda»dqs” opvt icas: (DO):de":

problemas

diferentes

light scanl'nk

dilucién’ que sé hicicron en todos los pasos. Las:-concentraciones del

antlgeno'dc A marginale y 'del estroma de glébulos rojos no

infectados - se tomaron en cuenta en todos los ensayos realizado

después.

3.2.6 Electroforesis ¢ Inmunoblot del extracto de 4. marginale vy

del estroma de eritrocitos no infectados:

El antigeno purificado se probd por su calidad, integridad y perfil de

componentes por elecctroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil
sulfato (PAGE-SDS) utilizando el

sanos como control de comparacién. El procedimicnto se repetié para

estroma de eritrocitos bovinos

se llevo a cabo'la cleclrotransferencxa de las protelnas a una

otro gel,
perinmunes.:.

membrana’ de nxlrocelulosa para reaccionar

especxﬁcos pa

(Amornguador de S

625mM; SDS al 5% p/V"gllcerxna al 10% v/v, A‘zu»l“j‘a'é.'\'l;trb.mo’fenol al
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0.002% p/v, 2- mcrcaptoctanol al 10% v/v)’ Las’mezclés'se hirvieron
en Baifio Maria en’ cbu111C|6n duran e cxnco mlnulos .y se centrlfugnron
las muestras,, hervndas 0 000 RPM ‘durante C ncov minutos

sobrenadante se ullllz

Utilizando un

elcctroforesxs

durante 20 mlnutos
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no. dejar burbujas'. Ambos sec
sandwxch" el que se

levar acabola

membrana ya . descrita cuidando de

cubrieron con papel Whatman No. 3 formando un’

sumerglé en amortiguador de lransferenc1a~an es d_

transferencia a una corriente constanvtefde "tresfhoras

‘empleando un sistema de enfriamiento.- ;

3.2.6.3 Inmunoblot:

Una vez transferidas las proteinas la membrana se 1ncubo a‘4 C: en-

salina de fosfatos- Tween 20 al 0. 05%

la noche para,. bloqucar los: sxtxos reac

la-membrana en-oscuri

3.3 RESULTADOS:

La reactivacion de las
alcanzé en la ‘tercera ‘vaquilla de cada de

tres cepas “‘mexicanas de 4. marginale fue la

esperada y las series

TESE CoY
PALLA DT (gl |
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rickettsemias de 94%, 76% y 67% para las cepas Méx-15, Méx-30 y

Méx-l7'en’~8 lO y 7 dias pos-nnfeccxo_n respecuvamentc (Cuadro l)

‘80, 90 105

150,y 209 kDa
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Uuhzando sueros hxpennmunes bovxnos contra Anaplasma ‘marginale,

se llevo,a cabo |nmunoblot,del’ lnmunogeno 'y se’ mostraron hasta 14

rot'éii{as eimueslra ‘el
P : -
perfil las tres-cepas
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Cuadro I: L.os datos clinicos de _los terceros bovinos de la_serie para

la produccién de los inmunégenos de 4, marginale:

;Bévihj’é R : gepa de Dias antes TR un dia antes VCA un dia at;\tes ‘ I';'El (%) Sangre

s ": 'A.v nfarginale de exang de exang/°C de exang (%) congelada (litros)
No.06  Méx-15 8 41.0 14 . 94 1.490
No. 09 Méx-17 7 ) 40.8 : 21’ 67 1.745
No 11 Meéx-30 10 39.9 e . ‘ s : v-16 76 1.604

LEYENDA: Los datos del tercer-bovino de cada una de las. Ires series
utilizado .para: produczr sangre infecrada.: Bovino. el
bovino a'e ‘cada;serie; : Cepa de 'A. marginale:.
urilizada:: para‘ pr. sangre infectada, TR

de exangulnar' CPEL
porcentaje erit ocitos' infectados al dia . de.
sangre congelada (Ixtros) la cantidad en litros de sa gr
y congelada para usar.en los estudios subsecuentes.

porcenta_/e
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v
V srecarygereaale

ISV IR

LEYENDA: GRi del tercer bovino en la serie de las tres vaqguillas
(animal No. 06) wutilizado para reactivar la cepa Méx-15. Se alcanzo
en este bovino una rickettsemia impresionante de 94% al dia 8
después de inoculacion con 450ml de sangre a partir del bovino No.
08 infectada con Ila misma cepa. Los CI con su wubicacion
caracteritica en la periferia del globulo rojo se muestram con una
Jlecha blanca.




LEYENDA: Cuerpos iniciales de la cepa 4. marginale (Méx-17)
purificados como estd descrito en materiales y metodos. Los CI
aparecen como puntos redondos tefidos fuertemente en morado con el
colorante Giemsa mientras que los residuos de las membranas
eritrociticas se ven aun como un fondo morado de menos intensidad-




LEYENDA: Para evaluar la calidad del extracto después de su
purificacion se probo en un gel proteina de la cepa Méx~-17 de A.
marginale (carril 1), proteina de GR no infectados (carril 2) y
marcadores de PM (Bio-Rad).




racién 1 i i i 11

M-17 GRa MPM

kDa

- 124

-+ 80

- 49.1

-17

LEYENDA: Después de purificacion en Percoll al 30%, los extractos
de la cepa Méx-17 de A. marginale (carril M-17), utilizando proteina
de globulos rojos no infectados como control (carril GRn) se probd
por su calidad en un inmunoblot con suero inmune a anaplasma para
evaluar la conservacion de los antigenos durante el largo proceso de
la purificacion. La imagen muestra 12 proteinas inmunoreactivas.
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M-15 M-17 M-30 GRa MPM
<209 kDa

- 124
b R e - 80

‘- 49.1
Aiagter

<+ 34.8

-« 28.9

* 20.6

LEYENDA: Los carriles: M-15: extractos de la cepa A. marginale

(Méx-15); M-17: extractos de la cepa Méx-17; M-30: extractos de la
cepa Méx-30; GRn: proteina de glébulos rojos mno irfectados y MPM:
Marcadores de peso molecular (Broad Range, Bio-Rad).
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3.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Hasta que sea ampliamente utilizado el cultivo ' celular ‘para 4.

marginale la inoculacién de bovinos esplenectomizados’

aunquees"
costosa y estid asociada con numerosas desventajas-sigue-siendo -la

manera mas prdctica para obtener inmundégen d

Notablemente en:este estudio, se mostrdique:se

tercer'bovino rickettsemias. mu

ric‘kﬁe't); e

un-aisladd‘veracruzano:de

concluye

marginale; eran adecuadamente conservados:
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proteasas: como ‘el PMSF y- el EDTA a una concentracuon de ImM ha

sido uuhzada'por un s1n numcro dc nvesngadores para evnar la
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CAPITULO 1V
(EXPERIMENTO 11)

ESTUDIOS DE LA INMUNIZACION Y LA IDENTIFICACION DE
ANTIGENOS ESPECIiFICOS RECONOCIDOS POR IgG2 EN TRES
AISLADOS MEXICANOS DE 4. marginale:

RESUMEN:

Se ha propuesto que la proteccion contra la anaplasmosis se basa en
una respuesta de linfocitos Thl en asociacién con la produccién del
isotipo del anticuerpos opsonizantes I1gG2 (Brown y col., 1998). Con

base en la capacxdad para estlmular este txpo de respuesta lnmune se

han reportad

denominada

los testxgos l:n nmunoblots, Ios sucro nmun:zacxon de bovxno's-w
1noculados reconocieron’‘intensamente hasta 14 p otexnas delas cualcs
12 fueron especificamente reconocidas por lgGZ en extractos de’ las

tres cepas estudiadas. Estas proteinas fucron reconocidas solo por
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animales lnmunlzados e"lncluyen las MSP la, MSP 2 y MSP 5 ya
incluyen siete protelnas (PM ‘28, 33 37, 50,

reportadas pero ademas

de

137, AmS0, AmS2,

corresponden a 4.

roteina.

marginale yvel»nﬁvryn_ero e ap{a,rentje"PM‘de"l
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4.1 INTRODUCCION:

La caraclerlzacnon dc antlgenos

inmunoprotectoreside. 4. marginale

de protexnas ) 1nmunogen17cavs

marginale por Western blot. Esta técnica,

principalmente “en el uso de sueros de bovinos hiperinmunes anti-

anaplasma para mostrar en membranas de nitrocelulosa antigenos
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representativos de protexnas 1nmunogenlcas de ~esta nckettsxa.,

modelo

Despu‘és rden establecer amplxamente- aceptable ~del

mecanxsmo de‘

de llnfoprohfera01on in: vn.ro en’ presencna de extraclos de las

ensayo
mencionadas para’ determxnar' la

cepas ‘ide.~d. marginale antes
capacidad de ¢€stos extractos para inducir .la mitosis, signo. .de

estimulacidén inmune.

4.2 MATERIALES Y METODOS:
4.2.1 Animales Experimentales:

Para los experimentos de inmunizacién y linfoproliferacién in
se compraron en el estado de Coahuila, zona Iibré de anaplasmosis y
raza criolla/Hereford de 1.5 aiios

TESIG o
FALLA D%

vitro,

babesiosis, diez wvaquillas de
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promedio de edad La seleccxon de, bovxnos para los cxpenmentos se
hizo después:; de probar por,ELISA sucrOS'de los /m|smos a: la
Anaplasmosxs. Al llegar as las lnstala(:lones del’ CENID PAVET ‘se’” Ios -
tomaron- datos basu:05' dcl hematocrito, peso corporal temperaturas

rectales (Tr) y sc¢ hicieron frotis delgados para destacar la” presenc:a_

de hcmoparasntos.

4.2.2 Experimentos de Inmunizacién:
4.2.2.1 Preparacién del inmunédégeno experimental:
El extracto de A. marginale purificado como estd escrito 'e'n‘ “el

Capitulo III se utilizé como inmundégeno experimental'para la

inmunizacién a una concentracién de protexnas,de SOpg/m yﬁ,por,

con la mlsma solucnén a 23 000’<g,
mezclé con el adyuvante correspondlente

inmunizacién de bovinos experimentales.

4.2.2.2 Inmunizacién dec bovinos:

Los bovinos fueron divididos en cuatro grupos con"los

‘mameros

correspondientes de identificacion;

Grupo Saponina (Bovinos No. 2411, 2417 y 2420):
Primera v Segunda inmunizaciones: S ‘

< Extracto’'de 4. marg:na[c(fx_]atuon) + Saponlna
Tercera 1nmunxzacxon.

4 Extracto de A marg:nale + Saponlna




97

Grupo IMS (Bovinos No. 2413, 2419 y 2624)
Primera y Segunda- lnmunlzac1one5"
< Extracto de A4: margln 1e(f1Jac16n) + [MS 1313:

Tercera lnmunxzaclon.

< Extracto de A marg:nale + IMS 13:13:

Grupo 3 (Bovinro

 Un placcbo‘*d

e Un plarcevbbb

Durante el perio r - . tomaron,

sueros' . pa

dos di’a

llevo a cabo el desaf:o via lntramuscular de los bov:nos 1nmun|zados

los ~test1gos con un 1x10%® GRi con la cepa Méx-30 altamente
y .

virulenta.

4.2.3 Ensavo inmunocnzimatico de ELL1SA indirecta:

Durante los periodos de pre-inmunizacién, pos-inmunizacién y pos-

desafio, semanalmente se tomaron muestras de sueros los cuales

JRALLA S
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fueron probados por ELISA indirecta para determxnar la cindtica de

IgG. Para csto,‘ se fl_)aron placas de 96 pozos (Cornlng) a ‘4°C durante

1999) Las placas se incubaron a 37°C por 30 min'.y se ~Ie eron eni un‘,

cspectrémetro de placas a 405nm y los datos de densxdades opt cas se

analizaron para determinar la cinética de I1gG.

4.2.4 Estudios de linfoproliferacidéon in vitro:

4.2.4.1 Preparacién de reactivos: :
El medio RPMI-1640 (GIBCO Num. De Cat. 31800—‘0/1

MilliQ) y estéril como solvente- se preparé
1640 como sigue: al agua se:: ‘ton
10.4g del medio RPMI- 1640;
(25mM) de HEPES (aCIdo sulfo .

etano), o. 29222g (2mM) del am1noac1do.

‘xxetllplperaznux N’-
-glutamlna, lO 0000U  de

VST ns ¥
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penicilina, estreptom:cnna a lOmg/ml '(SIGMA), SOp.M de 2-

'10% v/v y el
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y se lavéd por centnfugacnén en dos ocasnones en HBSS a 400xg, 4°C

por lO mlnutos cada lavado. l sedlmcnto ‘se:suspendxo en S5ml de

4.2. 4 3: Ensa!o de Lnnfogrollfcracldn in vitro:

Las PBMC se cultlvaron in vitro en presencia de

protc:ln_as de A margznale (de todas las cepas; Me
30 y Mé

control negatlvo) y. el mit()geno concanavali

1’); ‘proteina -de gléobulos rojos :n

control p : oncentractones de 2.5

placa fixe de ”sta manera
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Blanco = celulas + medlo RPMI 1640
Con- A

'\‘:tc‘on_)ugado~ : anti-BrDU  peroxidasa
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1:100 en .la solucnon para’ dllucnén de antlcucrpos dcl kit y

diluido a-
se. 1ncubo a TA por. 90 rnlnut >s Desp’es de este

lndnce de}estlmulacxon DO ‘de pozo con tratamicnto/DO ‘de pozo sin

tratamlento. .

Las graficas se utilizaron para la comparacidén de los IE de los

diversos tratamiecntos. Se considerd positivo valores de 1E=22.0.

4.2.5 Identificacion _de antigenos 1gG1 e IgG2 especificos:

4.2.5.1 Inmunoblot en una dimensién:

Para la 1dennﬁcac10n de antigenos reconocldos en una dxmens"

IgGl e 1gG2, se modificé el protocolo de. Wcstern blot des ritoie
capitulo 11l para incluir pasos dc lncubaci ’ ;
monoclonales de  ratén anti—bovino, lgG
Oxford, Reino Unido). UllllZalldO

polxacrxla

O%, se’. llcvo

protein:
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dc nitrocglulosa
“a . 200mA, las

nisolicion de”

la. transferencia -de  proteinas a una membrana

R Mllllpore) de . 0 4Sp.m' durantc 3 hora

(Immobilon
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4.2.5.2 Electroforesis cn 2 dimensiones e inmunoblot para

protcinas I1pG1 ¢ I1pG2 especificas:

4.2.5.2.1 Electroforcsis de doble dimensién:

a) Reactivos:
i) Amortiguador de muestra:
Se prepararon Sml amortiguador de solubilizacién de muestra de esta

manera: Urea a 9M, 200ul de NP-40 (4% v/v), 500ul de  glicerol

(lo%v/v), lOOpl de 2-ME (2%v/v) y de lOOy.l de anfolxtos de rango ch

e 30;1! de lpl‘

il Jen geles_, d

20mM‘cv‘n:agua:deyloni‘zﬁada.
iv) Amortiguador de la cdmara inferior: Acido fosférico a 10mM en

agua destilada.

b) Preparacién del gel de Ia primera dimensién y ¢l enfoque_iso-

eléctrico:
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La electroforesis de doble “dimensién Serllevo a acabo §egﬁn el

metodo de O ‘F,arrcl (1975) Las pl'Otell‘laS se separaron en la pnmera~

conectado ‘al aparato Los geles se corrxeron a voltaJe consta

700V durante 16 horas y 800 V en la “altima hora ba_]o vcondxc ones. de

refrigeracién, los geles se extrajeron se dejaron a —70°C_hasla la

electroforesis en la segunda dimensidn.

c) Electroforesis en_la segunda dimensién:

u....
-ar
/
/J

-"‘2

D
ot
-]
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Siguiendo . el 51stema dc PAGE SDS (Laemmll, 1970) se prepard un

gel de separacuén de‘12 5% ’con'un‘gel de preseparac:'n_v de 4%. El gel
pri acién 'y se

de mucstra

k1) Tln(:| n de gc con la técnlca de plata-
Un gel paralelo se tlno con t1nc1on ‘dei'plata- (No de. Catalogo 161—

0443) para revelar las proteinas separadas como esta descnto en. esté

capxtulo y de acuerdo al productor

ii) Inmunoblot para proteinas IgG ¢ IgG?2 especificas:

Geles de segunda dimensién transferidos ‘de acu“erdo;,a' lo descnto’

anteriormente se usaron para la -identifica‘ci‘évn"
reconocidas por 1gG’s, 1gG1 e' IgGZ futiliia'nAd'o.

inmunizacién de un bovino protegxdo y un antisuero de- cabra antl-[gG

de bovino conjugado con fosfatasa Valcallna y el sustrato BC_lP‘/NbBrT,'

para demostrar. antigenos. recoﬁbcidos por IgG1l e IgG2 el inmunoblot

se hlZO segun el protocolo estandar para antigenos 1gG2 especificos

como se descnblo antenormente

. n de MSP con anticuerpos especificos:
Para’la 1cac .6n de 'las MSP-1a, MSP-1b, MSP-2 y MSP-5 ya

conoc1das membranas con los extractos de Méx-17 se incubaron con

426"d'

rotexnas v
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los sngunentes reactlvos a concentracnén recomendada de Zu.g/ml (Guy

Palmer, .
Ana22B1 es

ratén conjugado con

e cabra anti-IgG  de
a 1:5000 en SSAF-T seguido’ por tres

s 'y se revelaron las membranas con el sustrato

BCIT/NTB como se describié anteriormente.

4.2.7 - Toma vy evaluacién de datos clinicos en el periodo

nosdcsavfio': )
Para cvalﬁar"la proteccic’)n durante el pcriodo del desafio de los

bovinos’ nmunxzados y los testigos se registraron datos clinicos

incluyendo rlckettsemxa expresada como el porcentaje de eritrocitos

infectados (PEI), volumen celular aglomcrado (VCA) 'y la temperatura
R sta descrlto ‘en ‘el

rectal (Tr),: estos valores se evaluaron como j
capitulo IIl. Los resultados se anallzaron con Bre pruebr T, de. student a .

un valor de p de 0.05 en el caso de promedios de los datos clxnlcos de

los grupos de bovinos vacunados.

4.3 RESULTADOS:

4.3.1 Respuestas humoral v celular:

4.3.1.1 ELISA indirccta:
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Al inicio.del experlmcnto, los ‘sueros de todos los animales fueron
-Solo los

ncgativ}os en'ELlSA (a antlcuerposf‘-' n‘rc"zrgin’cvzle.

lercera 1nmunlzaclon.

El anélisis de los ‘promediosi;de.los valorés’»de

DO para los' grupos vacunados mostré., similares

g'stadisticamente (p>0.05).

4.3.1.2 Linfoproliferacidén in vitre:

Al inicio del experimento, todos los anlmales fue on7‘negatlvos al

ensayo de linfoproliferaciéon in

igual que la respuesta humoral’ lé‘réép,hesta al

lestlgos (No. 2612 y No.
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adyuvante saponlna K:) del IMS

2608), 1nocu1ados con placebo del
ELISA (Graflcas 1 y 2) En la

fueron negatxvos a ambos ensayos LP

'y 2420)

-menor

estadisticamente
' 111 y 1V;




110

Grafica 9). an embargo una dc los anlmales 1nmun|zados (No 2624

grupo IMS), desarrollé una rlckcttsemla maxima ‘de, 17.6%

30 respectlvamcntc en el testigo IMS. ;
Como se muestra en el Cuadro IV, el porcentaje dc la dxsmxnucnon del

VCA en los diferentes grupos de bovinos fue: 62.2+18.3 (grupo
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saponina), 71:!:5 8 (grupo lMS) en comparacnén con ‘los dos tcstlgoS'
83.3% (Bovnno No. 2612) Yy 77 l% en el caso del bovxno'N y ,}2,608.

todos los bovxnos

Cons:derando

enor ‘disminucién de VCA; ‘d‘
‘ aba gestante (No. 2417) most'
VCA dc 82 ‘3% tanto como el bov1no No. 26
‘VCA de 77.7% (Cuadro 1V).

4.3.2 Antigenos inductores de IgG, IgG1 ¢’ IgG2

El analisis por inmunoblot de una dimensid

p'roteinas reconocidas por el suero de‘ lo

e proteccién mostraron

carencla relatlva'de la respuesta de lgGZ al ‘inmunoblot (Figura 14)

pero una respuesla inmunodominate de IgGl.
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4.3.3 Inmunoblot para las MSP:

El uso de anticuerpos especificos ¢n lnmunoblots llneales conﬁrmo 1a
presencia de las proteinas: MSP-1a, MSP 2 v MSP ‘Ia;gerp '_:’Me_x-‘
17 con PM de 75, 37 y 19 kDaﬁ va Y '

‘anticuerposiespecificos.




113

Grafica 1: Cindtica de I1gG en bovinos experimentales durante el
periodo posinmunizacién:

2 --VVac/Sap
-a-Vac/IMS
15 4|[=ControVsap |.______ T 3
= Control/IMS

0D a405nm

- =
5 10 15

o-l

Semanas pos-inmunizacion

LEYENDA: Dos grupos inmunizados: i) Vac/Sap: inmunizado con
inmunégeno de A. marginale (Méx-17) en el adyuvante saponina ii)
Vac/IMS: inmunizado con inmundgeno en el adyuvante IMS 1313. iii)
Control/saponina: El testigo que recibio un placebo de saponina y iV)
Control/IMS: el oftro testigo que recibié un placebo de IMS 1313. Los
tres bovinos de cada: uno de los dos grupos inmunizados recibieron
via subcutdnea’ IOOp.g de prolezna de A. -marginale (Méx-17) en el
adyuvante - correspondlenle a los:dias-0,"21 y:93 (flechas) mienrtras
que- uno de los: tesllgos recibio el-placebo’ ‘de 6mg de saponina en:2ml
de solucién salina ' de Puck pH 7.4y el otro de Iml del adyuvante
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Grifica 2: Cinética _de la respuesta celular de PBMC _en bovinos

experimentales durante ¢l periodo posinmunizacidén:

10
- \VVac/Sap ]
g A{=~Vvacams | . S
= Control/Sap
+~+ Control/IMS

Indice de estimulacion

T
5 10 15

Semanas pos-inmunizacion

LEYENDA: Dos grupos inmunizados: i) Vac/Sap: inmuniza'da, con .
inmunogeno de A. marginale (Méx-17) en el adyuvante saponina:ii)
Vac/IMS: inmunizado con inmunégeno en el adyuvante IMS: 1313.:iii)
Control/saponina: El testigo-que recibio un placebo de saponina'y:iV):

Control/IMS: el otro testigo que recibio un placebo.de IMS: 1313 Los,,

tres bovinos de cada uno ' de los dos grupos tnmunzzados rectbleron T

via subcutdnea 100ug: de~ ‘proteina de A. marglnale (Mex—l?) eniel:

adyuvante correspondiente. a-los-'dias- 0,21-y+93 (flechas) mlentras; i

que uno de los testigos recibic. el-placebo’ de 6mg-de- saparuna en. 2ml
de solucion salina: de Puck pH 7. 4 y eI otro, ‘de: Iml del adyuvante :

IMS.
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i : i i 1 v ti

a an es la tercera inmunizacién:

Blank
ConA 25ug "
ConASkg i
ConA 10xg
Blanic

M-17. 259
M-17; Sug
M-17; 10ug

GRn 2.54g
GRnN 5ug
GRnN 10ug

LEYENDA: E! ensayo de linfoproliferacidn in vitro después de
cultivar linfocitos de sangre périferica a 37°C y CO: a 5% en
presencia del inmunégeno de A. marginale (Méx-17), y como
controles antigeno de GR bovinos sanos y el mitogeno Con-A4 a
concentraciones diferentes.
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vi i i - tiv in vigro
t ”
s EmMex-17

Mex-15
t+ EBMex-30
e 17 ||=Mex-31
2 =EIGRn
=
= P Rt S Aot bl ittt il
g a
-8
-2 N
2t
o
0

C. ién del anti (1g/mi)

LEYENDA: Los IE representan la respuesta de linfoproliferacion del
bovino inmunizado No. 2417 cuatro semanas después de la tercera

inmunizacidén.




Gréfica 4:

EmMex-17
10
®|Mex-31{ . __ e _ e ...
S IBGRN
g &7
] AT R B e i e
§ ¢
[ S Bty il It == - -
-
g 2 _w"
0 I L] v L L) L S T
o 0.156 0.313 0.625 1.25 25 5

Concetracién del antigeno uag/mi

LEYENDA: Las IE representan la respuesta del bovino No, 2420
inmunizado cuatro semanas después de la tercera inmunizacion.

[FALLZ ~

TESES CON

e
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Grafica 5: |E d¢ un bovino testigo cen los periodos pre-inmunizacién v
pos-inmunizacidén:
Bovino No.2612 (testigo/sapoaina)

A {l=omn  f----se-ceemmmmcec s mem e am o

6 St 17

2

LEYENDA: Indices de estimulacién en PBMC provenientes del testigo
No. 2612 y cultivados en presencia de extractos de la cepa Méx-17 de
A. marginale (Méx-17) y de proteina de GR no infectados (GRn) a dos
concetraciones diferentes, en los periodos: pre-inmunizacidn A) y
periodo pos-inmunizacion 8).
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s
C. ctracion del 04,

LEYENDA: Indices de estimulacion en PBMC provenientes del bovino
inmunizado No. 2420 y cultivados en presencia de extractos de la
cepa Méx-17 de A. marginale (Méx-17) y de proteina de GR no
infectados (GRn) a dos concetraciones diferentes, en los periodos:
pre-inmunizacion A) y periodo pos-inmunizacion B).




Cuadro I1 : Datos clinicos de los bovinos del grupo saponina durante ¢l periodo del desafio:

Diesposdesafio 0 2 6 9 13 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 38 38 40 42 44 48| -

VCA(%) 38 22 23 23 22 16 21 19 16 18 20 19 20 22 21 20 20 20 20 22 25}
RT 36.739.7 39 39.839.239.236.9 39 38.9 39 39.239.539.339.436.738.938.936.936.8 35.138.8

41 PEI(%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0924 0 0 09 2 0 0 0 0 0
VCA(%) 30 22 25 30 30 23 25 23 25 22 27 19 20 21 20 18 20 6 19 24 20
T 39.139.839.639.438.838.6 39 30 38 39.139.530.538.3 39 39.238,738.738.6 39 39.8 39
2420 PEI(%) 0 0 0 0 0 0 6 0 0 16 0 23 1.6 2 0 0 0 0 0 0 0
VCA(%) 34 28 25 27 30 25 27 26 25 20 20 10 & 8
RT 30 40.3 40 40.239.830.439.339.5 40 40.440.239.939.5
417 PEI(%) 0 0 0 0 0 0 0 0 11750568145
VCA(%) 34 24 24 26.727.321.324.322.7 22 20 22.3 16 15.3 17 20.5 18 20 18 20 23 23
J“ T 30.939.939.539.839.339.139.139.2 39 39.530.630.839.439.239.538.6 0.6 38.8
edios de grupolPEl (%) 6 0 0 0 0 0 0 0 04 332735 2 1 0 0 0 0 0

VCA{%) 30 27 32 34 36 24 21 25 25 19 9 7 6 6 13 16 18 18 24 25
T 36.840.139.539.8 39 30.336.536.240.6 39 41.341,639.739.538.839.530.739.1 39 30.1 39

2812 (Testigo) PEI(%) 0 0 0 O0 0 0 0 1 7 1730423362 ¢ 0 0 0 0 0 0 0

Leyenda; VCA(%) = Volumen celular aglomerado expresado en porcentaje

RT = Temperatura tectal en grados centigrados
PE1 (%) = Porcentaje de eritrocitos infectados
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Cuadro I1l; Datos ctinicos para los bovinos durante el periodo del desafio (Grupo IMS 1313):

Dias posdesafio 0 2 68 9 13 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 3B 40 42 44 4

VCA(%) 34 26 27 28 26 21 23 21 19 16 1t 14 19 19 20 19 22 20 20 22 29
RT 36.738.8 39 39.439.639.239,639.640.540.3 40 39.539.339.239.939.138.436.639.839.2 39
2413 PEI{%) 0 0 0 0 0 0 1 3 4118 1.6 0.9 170 0 0 0 0 O

VCA(%) 31 34 34 28 27 25 29 32 23 22 18 16 16 18 16 12 15 18 20 21 23
T 38 38.930.239.339.239.338.9 39 39.739.339.240.439.339.839.940.239.639.639.230.838.2
2449 PEI{%) 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 09 1 4345 29 28 1 0 0 0 0

VCA(%) 36 26 29 30 33 25 29 30 27 21 22 20 14 8 9 10
T 39.539.639.6 39.239.239.339.3 39,7 30.5 39 40.540.539.530.8
2624 PEI(%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1123 & 176 7 55 4.3

VCA(%) 33.729.3 30 28.729.523.7 27 27.7 23 19.717.316.716.3 15 15 13.718.5 19 20 22 26
RT 38.439.438.320.439.339.239.339.4 40 39.739.440.139.739.539.539.7 39 39.2
Medios de grupolPEl (%) 0 0 0 0 0 0 03 1 14 13147 4 7.7 5 362403 0 0 0 0

VCA (%) 35 35 31 36 35 29 33 20 20 10 16 12 8
RT 36.538.439.239.2 39 39.336.3 41.5 39 38.839.441.639.9

2608 (Testigo) PEI(%) 0 0 0 0 0 0 10 12.6 §.5 10 4.5 5.1

Leyenda: VCA(%) = Volumen celular aglomerado expresado en porcentaje
RT = Temperaturs rectal en grados centigrados
PEI (%) = Porcentsje de eritrocitos infectados
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Cuadro I1V: Datos CllnlCOS de los bovinos experimentales durante gl
periodo pos-desafio: i e o

No de jodo de: VCA VCA % de
i c reduccion
animal prepat tencua inicial minimo*d del VCAS
Bovnnos nmunlzados con A.marginale + saponina
2411 - 38 16 57.8
2417 = 34 6 82.3
2420 30 16 46.6
Promedlo : 12.7 %= 62.2 +
+ de - F 2 34 + 4 5.8 18.3
2612 36 6 83.3

Testigo:

58

: , Lprepalencxa i tomado ‘como
znoculacxon conila: cepa: hererologa ha:(a el
detectd: una rtckensemta por ‘microscopiasi i

experimento
4 Valor de VCA mas ba_/o observado pos!er:or al desa

valores de VCA al inicio del experlmenlo de cada’ bov:n . )omana’o el

valor de VCA mds bajo observado después de Ia lnaculac on.con Ia .
cepa de desafio. : T PR
* Este bovino dio luz a un
pesar de ser tratado.

becerro al tiempo del desafzo y murié -a
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Grafica 7: Medias de _valores de Volumen Celular Aglomerado de dos
rupos de bovinos experimentales inmunizados con el inmundégeno de
A. marginale (Méx-17 dos testigos durante el periodo pos-desafio:

40

=
e
8 20 g TN S N L
= \
1=
£ - \/ac/Sap \ :
10 Y=-Vac/IMS  [---mTTmoostmoeeoes B
- Control/SAp
- Control/IMS
0 rrryrr1rrrrrirr17rrrrrrrrrrrfyrrrrrrrrygrrrryrvrrreroryt
[0} 5 10 185 20 25 30 35 40 45

Dias pos-desafio

LEYENDA: Los tres bovinos de cada wno de /[los dos grupos
inlnunizados‘,recibieron via subcutdnea 100pg de proreina de A.
marginale. (Méx-17) suspendida en 2ml del adyuvante correspondiente
a los:: dlas 0,221 yi:93 'mientras que uno de los testigos recibico un

inmunizados; i) inmundgeno _en el
adyuvant ii). inmunégeno en el adyuvante: IMS
(Vac/IMS) Sy ‘uno- recibié wun placebo - de sapon‘zna

(ConlroI/Sap) y el olro un placebo de IMS (Control/IMS):
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Grafica 8: Temperaturas rectales de animales experimentales.

- Vac/IMS
= Vac/Sap
— Control/IMS
- Control/Sap

Temperatura rectal (*C)

37 tirrrrrrirrrrrrrrreyrrrrrrrrrrrrrrrrrtrrrrrrrrrorria

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Dias pos-desafio

LEYENDA: Los tres bovinos de cada wuno de los dos grupos
inmunizados recibieron via subcutdnea 100ug de proteina de A
.marginale (Méx-17) en el adyuvante correspondiente a los dias 0, 21
y 93 mientras que uno de los testigos recibio el placebo de 6mg de
saponina-en 2ml de PBS y el otro 2ml del adyuvante IMS 1313. Dos
grupos inmunizados; i) inmunizado con inmundgeno en el adyuvante
saponina (Vac/Sap).ii) inmunizado con inmundgeno en el adyuvanre
IMS (Vac/IMS) y los testigos: uno -recibié wun placebo de saponina
(Control/Sap) y el otro-un placebo de IMS (Control/IMS).
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Grafica 9: Rickettsemias en animales experimetales al desafio:

35
®-\Vac/Sap
30 1+ vaciMs
25 -} -+ Control/Sap
= Control/IMS
20 mfeeeeoeemeeeeeemmommosoeeeoeooos
g
o
L R EEEEEEEEEE
10 f--mmm e e
5 D T Ry R
0 4

Dias pos-desatio

LEYENDA: Los tres bovinos de cada wno de los dos grupos
inmunizados. . recibieron via subcutdnea 100png de proteina de A.
marginale (Mex 17) en el adyuvante correspondiente a los dias 0, 21
y 93 mientrasique uno . de los testigos recibio el placebo de 6mg de.
saponina en 2m1 ‘de PBS v el otro 2ml! del adyuvante IMS 1373. Dos
winmunizado con inmunégeno en el adyuvanre:
“inmunizado con inmunégeno en el adyuvante
IMS (Vac/IMS) yilos: 't'es'tlgos uno recibié’ un placebo de sapanzna
(Conlrol/Sap) y eI otro wun placebo de IMS (Control/fMS). .
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Cuadro V: indices de estimulacién de linfoproliferacién in vitro

contra las cepas Méx-17 v la de Méx-30 en los bovinos inmunizados vy

testigos eriodo pos-desafio

Semanas posdesafio

2 3 4 S 4
Grupo M- M- M- M- M- M- M- M- M- . M-
Saponina 1 3 17 30 17 30 17 30 2 17:- .°30
2411 2.7 3.3 1.6 1.3 1.3 1.2 1.3 .1 L2 1.2
2417 5.1 5.1 3.6 1.5 5.3 2.1 ' ; : )
2420 7.2 7.4 2.3 0.8 1.9 1.5 2.3 1.4
2612 R
{(control) 3.7 5.5 2.2 1 1.3 1.4 1.1 1.1
Grupo-IMS’ L :
2413 1.3 1.3
2419 1.4 1.2
2624 -
2608

(control)’

S e llnfoprollferat:lon in vttro de
PBMC de bov:nos :nmunlzados con lnmunogeno de A. -marginale (Méx-
17)y tesngos desaftados con la cepa A marg:nale (Méx-30): :

Lk"”‘ : ;',41“.

Ll IR
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) R i t i S - rgingl
en un_gel d oliacrilami tefiido por Azul de oomassie-R250:
__MFM  M1S M-17 M-30 GRa
kDa a2 S
250 » B -
150 -»

100 -»

75 >

7=

25 »

20 »

c 1S - e _ e e

LEYENDA: Las proteinas de las tres cepas estudiadas de A.
marginale fueron separadas en un gel de separacion de
poliacrilamida al 10% y teiido con Azul de Coomassie. Carril M-15
(proteina de la cepa Méx-15), carril M-17 (proteina de la cepa Méx-
17), carril M-30 (proteina de la cepa Méx-30) carril GRn (proteina
de globulos rojos no infectados) y carriil MPM (Marcadores de pesos
molecular; Bio-Rad).
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Figura 8: fil t - fi n_ 1 t
mexicanas de 4. marginale:

MPM M-S M-17 M-30 GRa
KDs - T
250 - '
150 - '
100 «

s - . Rt
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LEYENDA: Las proteinas de las tres cepas estudiadas de A.
marginale fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12.5% y
transferidas a wuna membrana PVDF y después ensayadas por
inmunoiblor con suero posdesafio del bovino No. 2420. Carril M-15
(proteina de la cepa Méx-15), carril M-17 (proteina de la cepa Méx-
17)., carril M-30 proteina de la cepa (Méx-30) carril GRn (glébulos
rojos no infectados) y carril MPM (Marcadores de pesos molecular;
Bio-Rad).
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Figura 9: fil ti ) - i r i
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LEYENDA: Las proteinas de las tres cepas estudiadas de A.
marginale fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12.5% y
transferidas a wuna membrana PVDF y después ensayadas para
antigenos IgG2 especificos por inmunoblot con suero posdesafio del
bovino No. 2420. Carril M-15 (proteina de la cepa Méx-15), carril M-
17 (proteina de la cepa Méx-17), carril M-30 (proteina de la cepa
Méx-30) carril GRn (globulos rojos no infectados) y carril MPM
(Marcadores de pesos molecular; Bio-Rad).
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i 10: icot i 1 fi
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LEYENDA: Inmunoblor para antigenos IgGl (A) e 1IgG2 (B)
especificos en la cepa Méx-17 de A. marginale. Extracto de la cepa
Mex-17 se corrio en un gel preparativo de 10% de mondmero. Los
carriles 1 y 7, 2 y 8 y, 3 y 9 se probaron con los sueros
preinmunizacion, posinmunizacion y posdesafio respectivamente del
animal testigo 2612 mientras que los carriles 4 y 10, 5y 11 y 6y 12
con sueros de las mismas fechas del animal vacunado 2420. El carril
1 3en panel B se probo contra suero del animal 2420 para IgG'’s,
mientras que el carril MPM representa marcadores de peso molecular

(Bio-Rad).
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Figura 11: Inmunoblot para las MSP cn la ccpas cstudiadas de 4.,
mgrginale:
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LEYENDA: Blot g@: Extracto de la cepa Méx-17 se corriéo como se
describe en la seccién de Materiales y Métodos. Carril 1, perfil de
antigenos reconocidos por IgG’'s en suero total de bovino positivo a
Anaplasma mientras, los carriles 2, 3, 4 y 5 respectivamente fueron
probados con anticuerpos especificos para las: MSP-la (Ana22B1),
MSP-2 (suero murino especifco policlonal anti-MSP-2/3) y MSP-5
(AnaF16Cl1) y anticuerpo policlonal especifico TryplEl (anti-
Trypanasoma brucei) como control negativo. El carril MPM
representa marcadores de peso molecular de amplio rango (Precision
Markers Dual color: Bio-Rad). Blogt b:- Los carriles 7, 8 y 9 son
respectivamente antigenos de Méx-15, Méx-17 y Méx-30 y fueron
probados con anticuerpo monoclonal AFOR2.2F1 specifico para la
terminal C de MSP-la, y los carriles 9, 10 y 11 son respectivamente
antigenos de Méx-15, Méx-17 y Méx-30 probados con antisuero de
conejo specifico para MSP-1b.
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Figura 12: Antigenos e¢specificos reconocidos por I1gG2 en la cepa

Méx-15:
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LEYENDA: Extracto de la cepa Méx 15 se separd en gel de
poliacrilamida al 10% de acuerdo a lo descrito en AMateriales y
métodos. Carriles 1 (pre-inmunizacion) y 2 (pos-inmunizacion) se
probaron para IgG2 con con suero de un testigo mientras las de 3
(pre-inmmunizacion) y 4 (pos-inmunizacion) con suero de un bovino
inmunizado. Carril 5, perfil de antigenos IgG especificos en un
Western blot normal y MPM representan marcadores de PM (Bio-

Rad).

TP S
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Figura 13: Antigengs especificos reconocidos por I1gG1l ¢ IgG2 ¢en la
cepa Méx-30:
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LEYENDA: Extracto de la cepa Méx 15 se separé en gel de
poliacrilamida al 12.5% de acuerdo a lo descrito en Materiales y
métodos: Las carriles 1, 2 y 3 fueron respectivamente, incubados con
sueros preinmunizacién, posinmunizacion y posdesafio de un bovino
inmunizado y protegido (No.2420) antes de probar para antigenos
IgG2 especificos mientras que las carriles 4, 5 y 6 fueron
respectivamente probadas con sueros preinmunizacion,
posinmunizacion y posdesafio del mismo bovino (No.2420) antes de
probar para antigenos IgGl especificos. La carril MPM representa
marcadores de peso molecular de amplio espectro (Dual Color; Bio-
Rad).
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Figura 14: mew
cspecificos _en la cecpa Méx-30 por sueros inmunes_de do bovinos
inmunizadoes:
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LEYENDA: Panel A. La membrana con proteina de la cepa Méx-30 fue
probada para antigenos IgGl e IgG2 especificos con suero de un
bovino inmunizado y protegido (No.2411). Panel B: la membrana fue
probada con suero de otro bovino inmunizado y no protegido
(No.2624). Los carriles 1 yv 4, 2 y 5 y 3 y 6 fueronm probados con
sueros pre-, pos-inmunizacion y pos-desafio respectivamente contra
I1gGl e 1gG2. Carriles 7 y 10, 8y 1l y, 9 y 12 con las mismas fechas
de sueros del amimal 2624 también contra IgGl e IgG2. El carril
MPM representa marcadores de PAM (Bio-Rad).
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-

¥ : r i i 1
oliacrilamida a _10% tefiido rginal

(Méx-17):

LEYENDA: Las proteinas de la cepa Méx-17 se separaron en un
gradiente de pH de 3 a 10 en la primera dimension y un gel de 10%
de policarilamida en la segunda dimension. Las proteinas sefaladas
en verde corresponden a las MSP ya documentados mientras que las
que estan senaladas en amarrilla son antigenos novedosos nunca
arntes reportadas por su posible propiedades inmunoprotectores.




136

H L 4
A. marginale (Méx-17):

KkDa
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A (antigenos IgG especificos) B (antigenos IgG2 especificos)

LEYENDA: Se fracciond la mezcla de proteinas de la cepa Méx-17 de
A. marginale, por enfoque isoeléctrico y se [llevo a acabo la
separacion en la segunda dimension. Después de hacer la
electrotransferencia, se probaron las membranas una para antigenos
IgG especificos (Panel 4) y la otra para antigenos IgG2 especificos
(Panel! B). Las proteinas novedosas (Am28, Am33, Am37 y Am50)
estdn marcadas en rojo.
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4.4 DlSCUSlON Y CONCLUSIONES:

La vacunacnén con cuerpos lnxClalcs dc,lafcepa.Mex-l7 indujo

protecc:on :en ‘os anlmales que varlo de completa'a"aparentementef'




138

asociacién de nxveles de IgGZ y: la proleccién de animales

en los bov:nos lnmunlzado

dlferenclas antlgenxcas entre ell s; aunque el perfll de anugenos en

R o H
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la clasnf:cacxon a

Western blot no muestra dlferenc:as aparentes y
0 ) las coloca -en la mxsma !nbu

nivel genctlca por De la Fuente (2‘

Méx-17
o7el otro grupo que recxblé el mismo
fue desaf:ado - ! Méx-17. Al
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inmunoblot - con .sueros pos—mmunxzacxon y ~pos-desafio . contra

Mex—l7

extractos’ : el

reconocim

conialgunas de las que presenlamos enveste'

(1990) reportaron presenma 'en

cep ‘Florlda de A. marginale proteinas de PM .81, 74;
33’,‘29 27, 24, 17, y 16kDa mientras que Patorroyo y

col., (1994) reportaron proteinas de PM; 100, 96, 47, 43, 38, y 27

e e
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kDa. Aunque algunas de estas protelnas fueron: 1dent1flcadas como las

MSP, no se establecxo el papel |nmunolég|co que Jugaban algunas de

dxseﬁado para probar la capacidad 1nmunoprotectora de dsta ultxma

protexna ‘se" ha ‘confirmado la falta de propxedades 1nmunoprotectoras

TRGT e ,
o l S
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de la MSP-4 como reportaron Oberle 'y col., (1993) En el estudlo de
Te’belc y col., (1991) se mencxona que la protexna de 26.5. kDa fue la ,i

‘mas 1nmunodomlnante en,un

bovinos adultos, susceptibles; nmunizados y protegidos contra el




143

desafio heterélogo -de "una cepa'altamcnte virulenta' (Méx-30) se

aflrma con un grado de segundad que son anugenos candldatos para




- 144

permltxna un analxs:s mas  confiable:  en cuanto a la capacidad de

proteccxén cruzada entre las dxferentes cepas’ de A 'rnar‘gi(}alé.

FALLA DE (_)RIGEN
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CAPITULO V
(EXPERIMENTO I11)

ESTUDIOS DE I.LA RESPUESTA DE_ LINFOCITOS TIPO Thi
ESTIMULADO POR FRACCIONES DE NUEVOS ANTIGENOS DE

A. marginale (M¢éx-17):

RESUMEN:
La capacidad de antigenos para estimular una respuesta de linfocitos

CD4+ tipo Thl asociada con la produccién de IFN-y es una de las

caracteristicas de antigenos inmunoprotectores en 4. marginale. Para
-por. nuevos

estudiar propxedades‘estxmulantes de la . respuesta Thl
' > marg:nale (Mex 17), se

los ulnmos lres con.menor; capacldad de |nduc1r una respuesta Thl.
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5.1 INTRODUCCION:

La identificacién de antigenos lnmunoprotectores o (1IP) de A,

marginale se " han xnvest:gado mcdxante
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parametros centrales -en la .proteccién ‘de bovinos ‘inmunizados y

pucden servnr como xndxcadorcs de protecc:on in vivo.: .
lnmunoproteccuan scha mostrado,"'

Basados en estos mccanlsmos de

Mex"l? Y separados por.
vitro como

de IFN-y.

inducir una respuesta protectora ensayada in

capaces de
cstnmulacxon de células CD4+ con consecuente produccidén

5.2 METODOLOGIA:

5.2.1 Electroforesis

de Flujo Continuo de protcinas de A.

marginale Méx-17:

Extractos crudos de proteinas de A. marginale (Méx-17) obtenidos por

centrifugacién diferencial obtenidos como se describié en el capitulo
I, se separaron por electroforesns “de flujo continuo (ECF) para
rotelnas La scparacién se llevd

obtener fraccxones de las dxfercntes
a cabo en gel cxllndrxco de
(Prep. 1

fabricanrtve’,
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acuerdo a

El gel de separacnén se. pi'eparé de

de separacién.
"pollmenzarse un. mlnlmo de 2

protocolos 'establecxdos y ‘se’ deJ

horas;

Una vez que el frenle dc la unc:on de azu
fenol llego a la parte inferior del gel se empezd:a coI

de 2.5ml. =

5.2.2 Procesamicento de la fracciones:

a) Precipitacién de fracciones:
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Las 260 fraccu;)ncs .colectadas - se guardaron a —20°C hasta sus

procesamlcnto

b) Verifica
Para Vcrifxca
tomaron 5;.1 d

por electrofor‘ en un gel de separaclén de

pollacrllamlda a 12 5% (gel de pre-separacién a 4%), que se tifié con

una tincién de plata ‘con -un - kit comercial (Bio-Rad, No. de Cat,.

1610443) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

c) Seleccién de nuevos antigenos para las pruebas in vitro de l1a

respuesta Thil:

La seleccidon de antigenos novedosos se
andlisis de las frac'ciones separadas en geles de poliacrilamida-SDS e
fracciodn obtcnlda .por_electroforesis

llevé a cabo mediante el

1nmunotransferenc13 -de cada- 5"
"volumen de Sp.l se corrié. por eleclroforesns, se

Millipore, Mexxco)

de flujo qont;nuo.i
membrana de PVD

(lmmobllon

transfirié-a un
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5.2.3 Re-estimulacién de los bovineos:
Con objeto de obtener células mononucleares para’. la carac!ernzacnon
se’ 'desafxo fa los

de las fracciones obtenidas c¢n el paso anterlor,

animales vacunados y protegidos al desaf:o 'y

vacunado, via IM con 1x10% GRi con la cepa

los cambios de los 1nd1ces basxcos de

rectal (Tr)"y se tomaron.mucstras ‘de

se usaron

ensayos de caracterlzac1on de antlge os capaces ‘de lnducn‘

una respues a’ celular de CD4+- y se tomaron sobrenadantes como esta

descrlto arrxba para ensayar IFN- -y. :

5.2.4 Tipificacién de células CD4+ por citometria de flujo:

Células mononucleares de san_gré preriférica fueron obtenidas de de
bovinos inmunizados y protegidds y se cultivaron 4x10° de ellas por
medlo RPMI 1640- por triplicado durante cuatro
ncubadora a 37°C, 5% CO; en
M‘ex l7) a-5% /v Al cuarto

pozo en 1.5ml del
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facilitar la cuanuf:cacxon de PBMC ' y se. a_;usto la concentracxon de
50;,11 (equtvalente ‘a lxlOs‘

celulas a: 2xlO /ml.; De ‘esta’ suspensnon‘

telnas de xnteres, los

Dickinson):y se grafxcaron los datos para determinar el porcentaje de

aumento de la sefial de fluorescencia como un indice de activacién de

células-T de CD4+.

5.2.5 Determinacién de 1FN-vy ¢cn PBMC cultivadas en presencia de
A. marginale:

a) Preparacion de reactivos:
de! kit BOVIGAMT™ (Interferon Gamma Test CSL

Los reactivos
Australia) se prepararon segun las instrucciones del fabricante.
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i) Las: placas: Las placas se equxllbraronba
e abrlr‘la-bolsa plastlca

lemperatura amblente

(TA) durante 30‘m1n antes
i) :

Controles

avé"dora det kit-’
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sobrenadantcs obtenldos del culuvo de PBMC cultivado in vitro en

da- cepa A marglnale‘ (Mex-j

presencxa dc fraccxones dc prote|nas ‘de

acxdo sulfurlco a 2M Dentro de ‘5" mln se leyo la placa a 4>Onm y los

valores de densidad oOptica se anallzaron para determinar las

‘cantidades relativas de IFN-y. ,

5.3 RESULTADOS:

a) Electroforcsis de flujo continuo y detecciéon de protcecinas 1gG2
especificas:

los extracios de la cepa Méx-17 se

La separacién de proteinas de
las 260

llevé a cabo por EFC y 20 fraccnones reprdsentativas de
electrofore5|s en geles de
t 1 17 se

fracciones fueron probadas

polxacrxlamxd la’ f‘guras

muestra
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presencia no solo de protelnas novedosas (Am28, Am33 AmSO) en las

l'raccxones sxno tambxen protexnas correspondxentes a: las MSP como la

in vitro de animales estimulados citometria

feracién

ulacién (IE)

actos crudos

fue; Blanco: 286,
Am28 (fracc:on 25)
35): 29.4, MSP- 2/3? K
28.7, MSP-1a y MSP
84/100 kDa (fra c
de 37 kDa (MS

también més

sean dificiles’, interpretar.
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c) Resultados del ensayo de IFN-vy:

Los resultados del. ensayo de IFN- y se expresaron .como’ valores de

densidades 6pt1ca'
Figura 25 las
(antlgeno crudo
0.361. /fra
(AmS50), 0.20

SP-2/Am37),70.139




10ul de las fracciones fueron probadas en geles de

LEYENDA:
poliacrilamida a 12.5% y teRido por la técnica de plata. Las flechas
muestran bandas de las proteinas tefidas con plata. Panel superior

Jracciones 20 al 100, panel inferior fracciones 110 — 210.
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LEYENDA: Sul de cada fraccion mostrada en la parte superior del gel
se uso por carril en un gel de poliacrilamida a 12.5% y transferidas a
urna membrana PVDF y probado con suero inmune a Anaplasma.



LEYENDA: 5ul de cada fraccién mostrada en la parte superior del gel
se uso por carril en un gel de poliacrilamida a 12.5% y transferidas a
una membrana PVDF y probado con suero inmune a Anaplasma.
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LEYENDA: Sul de cada fraccién mostrada en la parte superior del gel
se uso por carril en un gel de poliacrilamida a 12.5% y transferidas a
una membrana PVDF y probado con suero inmune a Anaplasma.
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A. magrginale (Méx-17) obtenidas por electroforesis de flujo continuo:
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LEYENDA: Sul de cada fraccion mostrada en la parte superior del gel
se uso por carril en un gel de poliacrilamida a 12.5% y transferidas a
una membrana PVDF y probado con suero inmune a Anaplasma.
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LEYENDA: Se cultivaron PBMC de un bovino gque fue protegido por
inmunizaciéon con inmunogeno de la cepa Méx-17 de A. marginale en
presencia de fracciones de proteinas de la misma cepa obtenidas por

electroforesis de flujo continuo. El ensayo de linfoproliferacidén in

vitro se llevo a cabo como est descrito en Materiales y Metodos del
capitulo IV. Se urtilizé como control extractos crudo de la misma cepa

de A. marginale (Méx-17).
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LEYENDA: Las fracciones fueron probadas in vitro con respecto de
su capacidad para inducir la respuesta linfoproliferacion de células
CD4+. Cada fraccién se probd como 5% v/v del medio de cultivo
RPMI para estimular PBMC cultivado durante 4 dias a 37°C, 5% CO:
y después se llevo a cabo el marcado de células con un anmticuerpo
monoclonal anti-CD4+ de bovimo de origen de antes de hacer el
andlisis citométrico en un Jluworémetro de Slujo
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LEYENDA: Las fracciones fueron probadas in vitro con respecto de
su capacidad para inducir la respuesta linfoproliferacion de células
CD4+. Cada fraccidn se probdé como 5% v/v del medio de cultivo
RPMI para estimular PBMC cultivado durante 4 dias a 37°C, 5% CO:>
y después se llevd a cabo el marcado de células corn un anticuerpo
monoclonal anti-CD4+ de bovino de origen de antes de hacer el
andlisis citométrico en un fluordmetro de flujo.
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Cuadro _VI: Ensavo inmunoenzimdtico_ para determinar la IFN-v en
provenientes de un bovino

sobrenadantes ‘de cultivo de PBMC
inmunizado 'y ‘pr gido contra A. marginale (Valores de Densidad

Optica“a450nm)

- Tratamiento Contenido

-.Densidad:Optica a
(antigeno)

o Con AL

MI17000 0 UAgicrudo
Frizs . .. Amzs.
Fri30. - . Am28
Fr3s 0 Am33
Fr50 . 37kDa
‘Fr-85 " S U AmB0
Fre12s " 75/84kDa.

Fr-210 " 2 g4r100kDa’
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Densidad Optica

Tratumicnto (antigeno)

LEYENDA: Fr seguido por un niumero representa el numero de la
fraccion de EFC, M-17, extractos crudos de A. marginale (cepa Méx-
I7) y GRn proteinma de globulos rojos no infectados. Las dos
Sfracciones Fr. 25 y Fr. 30 (No 25 y No.30) contienen la nueva

proteina denominada Am28.
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5.4 DISCUSION Y RECOMMENDACIONES:
La separacidn de proteinas por EFC se logré exitosamente
considerando que se obtuvieron fracciones con proteinas de’tamadio de

acuerdo con.’las’‘que --se habian

inmunoblof ", A i \A iéon . de

concluyentes en cuanto a la capac__ldad de
CDa+. "

se ensayaron en

Tomando en cuenta que fracciones'
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presencia dc; PBMC, otros estudxos deben de llevar;t:,‘a .cabo- para

comprobar t'o't:léxsL

las’

células™

que v estan reqon

hace estosiresultados dlfiéiles dc~interpret'ar‘ S|n emba'rgO'

ales vacunados recxbleron tres,veces cuerpos

prov nle t 'S “de ‘una purxflcacnon lncompleta contaminada
momento de ensayar un

al

proteunas con llneas ““especificas ‘de . -



168

la respuesta observada no-es sorprendente ya que se prcsupone que los

la‘membrana: MSP-1

eceptores importantes en

s'en-:la membrana. Esto

como basc para dxsenar vacunas de peptldo 1ntet|cos.

L] Secuencnar ‘el extremo amino de estas protelnas para permltxr el

disefio de oligonucleotidos (iniciadores) que podrian utilizarse

T
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para ainplificar, y 'clonar. .los. genes ~correspondientes. La

clonacién - 'de -las -nuevasi:proteinas. permitiria“ensayos con sus

binantes com S e’muchas’de las

de

‘. las

ombinacién .de.

como. el
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