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RESUMEN

Las neumonias a nivel mundial, son consideradas la principal causa de muerte en los ovinos. Las
pérdidas econdmicas que éstas originan, incluyen la muerte de los animales, disminucién de la ganancia de
peso, deficiente conversidon alimenticia y elevados costos en tratamientos de neumonias crdnicas,
alcanzando altos costos de produccidn. La etiologia de la Mannheimiosis Neumdnica, como es conocida la
enfermedad en ovinos, se considera multifactorial e incluye una combinacion de estrés e infeccidn viral,
gue resulta en una enfermedad aguda final donde Mannheimia haemolytica es el principal patégeno
bacteriano involucrado. Se sabe que M. haemolytica tiene la capacidad de producir unas estructuras
esféricas formadas por una capa de fosfolipidos llamadas Microvesiculas (MVs), formadas a partir de la
membrana externa de las bacterias en cualquier fase de crecimiento y que engloban al momento de su
formacidn, importantes factores de virulencia, entre los cuales se encuentra el Lipopolisacarido (LPS),
principal endotoxina de las bacterias Gram-negativas y responsable de la respuesta inflamatoria que monta
la célula hospedadora ante la bacteria. Por otro lado, se sabe que las células presentadoras de antigenos
como los macréfagos, expresan receptores tipo Toll y pueden ser estimulados por Patrones Moleculares
Asociados a Patégenos (PAMPs) contenidos en estas estructuras; desencadenando asi diferentes vias de
sefializaciéon involucradas en la respuesta inmune innata. Debido a estos antecedentes, en este trabajo se
evalua el papel que juega el LPS de las MVs de M. haemolytica A2 cuando interacciona con macréfagos de
ovinos en condiciones in vitro. Dicho efecto, fue medido a través de la cuantificacién mediante gRT-PCR de
mRNA de tres citocinas de importancia en la respuesta inmune innata que fueron, IL-1 B, TNF-a e IL-10, la
cuantificacion de estas citocinas se realizé posterior al tratamiento de los macrdfagos ovinos con 2
concentraciones de MVs correspondientes a 5 y 10 ug de estas, después de 1 y 3 hrs del tratamiento.
Dichos resultados fueron normalizados mediante el método AA CT con el gen de referencia GAPDH, vy
finalmente analizados mediante una técnica de ANOVA de una via. En conclusidn los resultados de este
estudio demuestran la estandarizacion de una técnica de diferenciacidon de macréfagos a partir de
monocitos ovinos, utilizando una metodologia modificada para la separacidén de células humanas, asi como
reactivos usados para este mismo fin. Se identificé al LPS anclado a las MVs de M. haemolytica A2 como un
potente estimulador de citocinas proinflamatorias IL-18 y TNF-a, en macréfagos y se demostrd que esta
respuesta es dependiente del tiempo y de la dosis utilizada en el tratamiento. Ademas, confirmamos que el
aumento en la transcripcidn de estos genes es mediado especificamente por la via de sefializacién LPS-TLR4

utilizando a la Polimixina B como un inhibidor de esta ruta.



1. INTRODUCCION

1.1 LAS NEUMONIAS EN LA OVINOCULTURA

Las neumonias son consideradas la principal causa de muerte en los ovinos, a nivel mundial. Las
pérdidas econdmicas que éstas originan, incluyen la muerte de los animales, disminucidn de la ganancia de
peso, deficiente conversidon alimenticia y elevados costos en tratamientos de animales con neumonia

crénica. 2

El porcentaje de morbilidad por neumonias en rumiantes en produccion, es considerado uno de los
mas severos en la economia de esta industria. Este porcentaje incluye alrededor del 75% de las
enfermedades clinicas. En cuanto al nivel de mortalidad ocasionado por neumonias los porcentajes varian,
van desde el 5% hasta el 40%. * En Estados Unidos se han evaluado los gastos médicos que se generan y el
porcentaje es de alrededor del 8% del costo total de produccién, sin tomar en cuenta las pérdidas
econdmicas debidas a las practicas zootécnicas que suman un porcentaje similar a éste. * Por lo anterior, la
disminucién de las neumonias en bovinos y en particular en ovinos, se ha convertido en absoluta prioridad,
ademas, se sabe que el costo en gastos zootécnicos tiene el principal impacto en los beneficios de la unidad

de produccién, independientemente del precio de la carne en el mercado.>”

La neumonia ovina anteriormente se denominaba Pasteurelosis Neumdnica Ovina, llamada asi por
el nombre de su principal agente etiolégico bacteriano involucrado Pasteurella haemolytica.
Recientemente, debido a que la bacteria ha sido reclasificada a un nuevo género bacteriano, ahora
nombrada Mannheimia haemolytica, el nombre de la enfermedad cambio a Mannheimiosis Neumanica. Al

referirnos al Complejo Neumdnico Respiratorio ovino, esta enfermedad invariablemente queda incluida. °

La etiologia de la Mannheimiosis Neumodnica es considerada multifactorial, e incluye una
combinacion de estrés e infeccidn viral que resulta en una enfermedad aguda, donde M. haemolytica es el
principal patdgeno bacteriano involucrado. Las neumonias causadas por M. haemolytica se caracterizan por

ser una pleurobronconeumonia fibrinopurulenta severa y pueden variar de intensidad. *

Los microorganismos asociados al Complejo Neumédnico Respiratorio ovino son virus, bacterias y

micoplasmas. Sin embargo, el sinergismo que conlleva a la interaccidn virus-bacteria es considerado uno de

4



los factores claves para desencadenar la colonizacidn por M. haemolytica en el pulmén. Entre los
principales agentes virales involucrados se encuentran el virus de Parainfluenza tipo 3 (VPI3) °, el Virus
Respiratorio Sincicial (VRS) y el Adenovirus, para la especie ovina. ’ Estudios serolégicos en México indican
que la infeccion por el virus de PI3 se encuentra ampliamente difundida en los bovinos y ovinos del pais,

con 16% al 86% de animales seropositivos. ®

1.2. ETIOLOGIA: Mannheimia haemolytica

Mannheimia haemolytica ha sido el tema de una extensa reclasificacion en el pasado: en 1885 ° fue
llamada “Bacterium multocidum” y fue retitulada como Pasteurella haemolytica en 1932 *°, al mismo
tiempo fue clasificada en dos biotipos A y T, basados en su capacidad de fermentar azucares, arabinosa y
trealosa, respectivamente. '* Hasta ese momento existian identificados 13 serotipos A y 4 serotipos T, estos
ultimos fueron reclasificados como Pasteurella threalosi en 1990. ** En 1999, Angen y col. ** basados en una
extensa evaluacidn cuantitativa de fenotipo y caracteristicas genémicas, propusieron un nuevo género en la
familia Pasteurellaceae para las especies trealosa-negativas llamado Mannheimia, asi como también cinco
nuevas especies para este género. Estudios basados en hibridaciones de DNA, condujeron a reclasificar los
serotipos anteriores A (Al, A2, A5, A6, A7, A8, A9, Al2, Al3, Al4, Al6 y Al7) como Mannheimia
haemolytica, mientras que el serotipo restante A1l se convirtié en M. glucosida. Finalmente las nuevas

>3 El nombre de

especies son, M. haemolytica, M. glucosida, M. ruminalis, M. granulomatis y M. varigena.
Mannheimia se otorgd en tributo a Walter Mannheim, bidlogo aleman que investigd y mejord la

comprensién de la taxonomia de la familia Pasteurellaceae. **

Mannheimia haemolytica es una bacteria Gram-negativa que crece en agar sangre en forma de
pequeiias colonias con un engrosamiento central. En agar sangre de caballo, oveja o conejo, forma colonias
circulares rodeadas por una zona estrecha de B-hemdlisis, mientras que en las placas hechas con sangre de
corderos muy jévenes (1 mes de edad), da una doble zona de B-hemdlisis. Su crecimiento es meséfilo y
anaerobio facultativo o microaerofilico. Todas las cepas de Mannheimia fermentan manitol, glucosa,
maltosa, sorbitol y sacarosa sin produccidon de gas. Las pruebas de indol, ureasa, azul de metilo (MB) y

Voges-Proskauer (VP) son negativas. Oxidasa y catalasa son siempre positivas.'



M. haemolytica coloniza la cavidad nasal y las criptas de tonsilas de ganado bovino y ovino sano. Sin
embargo, después de haber sufrido estrés y una infeccién viral, la bacteria se incrementa rapidamente en
nimero y pasa a los pulmones, desencadenando rapidamente un cuadro de neumonia aguda. ** En ovinos
el serotipo mas importante a nivel de mucosa respiratoria es el A2; los estudios realizados en México han
demostrado mayor incidencia de los serotipos Al, A2, A6, A7 y A9 en corderos y los serotipos Al y A2 en

bovinos.®

I.3. FACTORES DE VIRULENCIA

Los miembros del género Mannheimia producen diversos factores que estan asociados a la
virulencia de este grupo de microorganismos. La especie mas virulenta de este género es M. haemolytica.
Esta bacteria es patdgena para ganado bovino, ovino y caprino, pero apatégena para animales de
laboratorio cuando se inocula por la via usual de infeccién (via aerosol o contacto directo). Entre los
antigenos importantes producidos por M. haemolytica se encuentra la capsula, el lipopolisacarido (LPS),
algunas proteinas de membrana externa (PME), las proteinas reguladas por hierro (PMERH), algunas

adhesinas, la leucotoxina (LKT) y la neuraminidasa (Tabla 1). **

Tabla 1: Funciones de los principales factores de virulencia de Mannheimia haemolytica

FACTORES DE VIRULENCIA EFECTO

La capsula afecta negativa y severamente la interacciéon
entre el microorganismo y los macrdéfagos alveolares.
CAPSULA Ademas, se ha reportado que el material capsular puede
interactuar con la sustancia surfactante pulmonar, de tal
modo que facilita la adherencia local de los

microorganismos a las diferentes células hospedero. *®

Tienen un papel importante en el proceso de infeccion.
PROTEINAS DE MEMBRANA Algunas tienen funcidn de porinas que permiten el

EXTERNA (PME) transporte de sustancias a través de la membrana externa
y algunas otras pueden actuar como receptores de alta

afinidad para obtener hierro del hospedero.




PROTEINAS DE MEMBRANA
EXTERNA REGULADAS POR HIERRO
(PMERH)

Estan involucradas en el proceso de adquirir hierro del
ambiente, el cual es un nutriente esencial para la
sobrevivencia de todas las células de mamiferos y las
bacterias. Estas proteinas llamadas PMERH trabajan
especificamente compitiendo con proteinas

transportadoras del hospedero, para quitarles el hierro. **

LIPOPOLISACARIDO (LPS)

El LPS es considerado como uno de los componentes de la
bacteria con alta capacidad para inducir una respuesta
inflamatoria. La interaccién del LPS con los macrdéfagos
puede determinar muchos de los efectos patoldgicos
asociados. Los macréfagos interactian con LPS y son
activados para producir citocinas proinflamatorias,
sustancias procoagulantes, radicales de oxigeno vy

proteasas involucradas en la respuesta inflamatoria. *°

LEUCOTOXINA (LKT)

El producto celular bacteriano de mayor importancia en la
patogénesis de la enfermedad causada por M. haemolytica
es la leucotoxina (LKT), la cual tiene la habilidad de lisar
leucocitos de rumiantes. Las especies de Mannheimia spp
requieren de una alta concentracidn de hierro para la
produccién de esta exotoxina, la cual liberan durante su

fase de crecimiento logaritmico. > **

PLASMIDOS

En M. haemolytica se ha podido demostrar la existencia de
pldasmidos de resistencia a antibidticos; aun cuando la
presencia de plasmidos no es un fenédmeno caracteristico
entre todas las especies, algunas cepas poseen sélo un
plasmido pequefio (aproximadamente 4.2 kpb), el cual es
responsable de la resistencia a estreptomicina vy

sulfonamidas. 2%2+*2

NEURAMINIDASA

Esta enzima reduce la viscosidad del moco respiratorio y
permite la exposicidon bacteriana sobre la superficie de la

célula hospedero. **




Las adhesinas ayudan a colonizar el tracto respiratorio. Se
ADHESINAS ha reportado una adhesina de 68 kDa que es una

sialoglicoproteinasa. **

Las fimbrias son estructuras filamentosas que pueden
FIMBRIAS estar involucrados en la iniciacién de la infeccidn. Las
fimbrias permiten que las bacterias se adhieran y no sean

barridas por las secreciones respiratorias. **

1.4 MICROVESICULAS

La patogenicidad de las bacterias Gram-negativas se basa, en gran parte, en su capacidad para
secretar numerosos factores de virulencia en el medio que las rodea (por ejemplo: hemolisina, aerolisina y
verotoxina). Estos factores se difunden en el tejido e inician su destruccidn para su colonizacion exitosa. %
Las bacterias Gram-negativas producen estructuras esféricas liberadas a partir de su membrana externa
que son llamadas Microvesiculas (MVs) y contienen proteinas bioldégicamente activas y que realizan
diversas funciones. A diferencia de otros mecanismos de secrecidn, las MVs permiten a las bacterias
secretar moléculas insolubles en complejos con material soluble. ” Cabe mencionar, que actualmente estd
reportado que también las bacterias Gram-positivas y arqueas pueden liberar vesiculas de membrana

producidas a partir de sus paredes celulares. ** 2> *

La secreciéon de factores de virulencia por patégenos Gram-negativos es compleja, debido a que la
bacteria estd envuelta por dos capas lipidicas, la membrana externa y la interna y el periplasma entre
ambas. Los patdgenos Gram-negativos tienen varias estrategias que permiten la activacién de los factores
de virulencia para que, posteriormente, ganen acceso al medio extracelular. Se ha identificado una gran
cantidad de mecanismos de secrecion de proteinas y por lo menos cinco de estos estan bien caracterizados.
Los sistemas de secrecién Tipo Il y V son procesos mediante los cuales las proteinas pasan a través de las

31,3233, 34 primero las proteinas pasan a través de la membrana

membranas interna y externa en dos pasos.
interna por un camino péptido-dependiente (llamado camino Sec-dependiente) con una escala transitoria
en el periplasma y posteriormente se da la siguiente translocacién donde atraviesan la membrana externay

llegan al medio extracelular, este Gltimo proceso estd mediado por proteinas adyacentes y especificas.™



Por otro lado, en las vias de secrecién Tipo |, lll y IV el material es transferido directamente hacia el
medio extracelular o hacia el interior de otra célula. Se cree que la proteina puede cruzar las membranas
internas y externas en un solo paso, posiblemente a través de algunos sitios de adhesion de la membrana.
Todos estos sistemas de secrecidn liberan proteinas individuales o complejos de tamafno reducido. Se
especula que el mecanismo de secrecion de las MVs es de Tipo VI, es decir, éste permite a la bacteria

secretar proteinas de alto peso molecular y grupos de proteinas y lipidos hacia el medio extracelular. %

La pared celular de las bacterias Gram-negativas tiene una caracteristica en comun y es que sus
MVs estan en constante liberacién en la superficie de la célula durante su crecimiento. Durante el proceso
de formacidn y liberacidn, las MVs engloban algo del periplasma subyacente, de modo que son particulas
realmente pequefias formadas a partir de la membrana externa de estas bacterias. Las MVs contienen
antigenos que regularmente la bacteria completa produce bajo ciertas condiciones, pero en una escala
mucho mas pequefia. Estas estructuras esféricas de 50 a 250 nm de didmetro, estan directamente
relacionadas con la superficie de todas las bacterias Gram-negativas. Reportes de estas vesiculas datan de

35,28

50 afios atras y reportes adicionales han sido recién publicados (Tabla 2ay 2b). La importancia general

de su liberaciéon ha sido actualmente reconocida y son nombradas también vesiculas de membrana externa.
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Las MVs pueden proveer de una ruta alterna para la liberacién de diversos factores de virulencia.
Por ejemplo, las MVs de P. aeruginosa, Proteus mirabilis, y Serratia marcescens empaquetan fosfolipasa C,
proteasas, proelastasas, y hemolisinas. Los constituyentes que estan dentro del lumen de las MVs cuentan

con la ventaja de estar protegidos contra la accidn inactivante de enzimas ambientales.*®*’

Una aplicacion médica muy importante de las MVs es como bioldgicos vacunales acelulares, porque
cuando dichas estructuras son liberadas por las bacterias, ellas contienen la identidad de superficie de la
bacteria donadora, por lo cual importantes antigenos de virulencia estdn presentes en su superficie.
Serotipos de P. mirabilis y S. marcescens, poseen adhesinas (pilis o fimbrias) y tienen estas estructuras
asociadas a sus MVs. Claramente, las MVs son potentes estructuras antigénicas que pueden poseer

cualidades para inducir la activacién de la respuesta inmune del hospedero.



Tabla 2a: Factores de virulencia asociados a Microvesiculas bacterianas. *°

ESPECIE
Actinobacillus pleuropnemoniae

FACTOR DE VIRULENCIA
Proteasas, Apxl

BIBLIOGRAFIA
Negrete, Abascal 2000.

Actinobacillus actinomycetemcomitans

Leucotoxina

Nowotny 1982, Kato 2002.

Escherichia coli enterotoxigenica (ETEC) LT

Wensink 1978, Gankema 1980,
Wai 1995, Horstman y Kuehn
2000.

E. coli productora de la téxina-shiga Toxina shiga Kolling y Matthews 1999,
(STEC) y E. coli enterohemorragica Yokoyama 2000.

(EHEC)

E. coli enterohemorragica (EHEC) ClyA Wai 2003.

Helicobacter pylori VacA Fiocca 1999, Keenan 2000.

Pseudomonas aeuroginosa

Peptidoglicano hidrolasa, fosfolipasa C,

hemolisina, fosfatasa alcalina

Kadurugamuwa y Beveridge 1995,
Li 1998.

Salmonella typhi ClyA

Wai 2003.

Mannheimia haemolytica

LPS, Leucotoxina, Proteinas de membrana
externa

Gonzalez 2007.

Tabla 2b: Estudios para la identificacidn de proteinas contenidas en MVs de géneros bacterianos.

ESPECIE BACTERIANA

No. de proteinas identificadas

BIBLIOGRAFIA

Neisseria memingitidis Serogrupo B 50 Post 2005 >
Neisseria meningitidis NZ98/254 63 Ferrari 2006 >
Escherichia coli DH5a 132 Lee 2007 *°
Legionella pneumophila 181 Galka 2008
Helicobacter pylori 199 86 Mullaney 2009 **
Francisella philomiragia ATCC 25015 238 Pierson 2011 **
Pseudomonas aeruginosa PAO1 314 Choi 2011 **
Staphylococcus aureus 06ST1048 143 Gurung 2011 %0
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 159 Lee 2012 *
Pseudomonas aeruginosa PAO1 105 Maredia 2012 *°
Neisseria meningitidis H44/76 (serogroup B) 140 van de Waterbeemd 2013 ¥/
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) 92 Aguilera 2014 8
Porphyromonas gingivalis 151 Veith 2014 *
Campylobacter jejuni 11168 134 Jang 2014 >0
Vibrio cholerae 90 Altindis 2014 **
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Mannheimia haemolytica libera multiples proteinas de interés inmunogénico, contenidas en sus
MVs, liberadas en mayor cantidad cuando los cultivos se someten a condiciones de estrés. *” A partir de
dichas estructuras se han caracterizado los principales antigenos liberados por la bacteria durante la
patogénesis de la misma. Entre estos se ha determinado a la LKT, LPS, proteinas de membrana externa de

interés inmunogénico (45, 54 y 60 KDa), y un fragmento de DNA de 23 kpb. ** 3

Se ha demostrado que, bajo condiciones experimentales, corderos de 3 meses de edad en
promedio, inmunizados con MVs de M. haemolytica A2 por via intranasal y posteriormente desafiados
experimentalmente con una cepa de campo patdégena de M. haemolytica A2, desarrollaron una elevada
respuesta de IgA a nivel de mucosa nasal, que los protege al 100% del desafio y evita el desarrollo de

lesiones neumanicas caracteristicas de la enfermedad en los animales por esta via. 2

Vacunas basadas en MVs contra Neisseria meningitidis serogrupo B (MenB) fueron desarrolladas
desde hace 20 afios atras y probadas en pacientes. Estas estructuras nanométricas presentan un notable
potencial en la modulacién de la respuesta inmune y la liberacion de antigenos de meningococos
incorporados dentro de la estructura de estas vesiculas. >* El uso de vacunas de MVs de tipo silvestre contra
MenB ha sido investigado desde la década de los 70s y en las instituciones de Salud Publica en paises como
Cuba, Noruega y Nueva Zelanda han demostrado su eficacia, con alta efectividad estimada en adultos y

jovenes y en la region en la que la cepa circulante fue la misma que la cepa utilizada en la vacuna. >*

La vacuna cubana VA-MENGOC-BC® mostro 83% de efectividad (por mas de 16 meses), la vacuna
noruega MenBVac® mostré 87% de efectividad (por mas de 10 meses) y la MeNZB administrada en Nueva
Zelanda, mostré una efectividad del 73%, todas estas vacunas se administraron a jovenes y adultos por
igual. En general, el porcentaje de efectividad estimado en nifios y bebés es de mas de 70%, aunque el
numero de dosis requeridas es diferente entre cada vacuna con el fin de mantener la inmunidad protectora
por un periodo largo de tiempo. La vacuna Cubana es administrada en dos dosis, mientras que la MenBVac
es dada en tres dosis y la MeNZB en cuatro dosis. >* En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas generales

de cada una de las vacunas hechas a partir de MVs para MenB.
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Tabla 3: Vacunas de MVs de N. meningitidis serorupo

NOMBRE DE LA VACUNA

VA-MENGOC-BC®

B* 55, 56,57, 58, 59

HISTORIA
Desarrollada en el Instituto Finlay de Cuba, para
hacer frente a una epidemia y evaluada entre 1987

y 1989. La cepa utilizada fue B:4:P1.19,15

COMENTARIOS

Aplicada por el programa de Inmunizacion

en Cuba por mas de 20 afios.

MenBvac®

Desarrollada en el Instituto Noruego de Salud
Pdblica (NIPH), contra una epidemia y evaluada
entre 1988 y 1991. La cepa para su produccién fue
44/76-SL, tipo B:15:P1.7,16

Aplicada en la regién de Normandia,

Francia.

MeNZB®

Desarrollada con la cepa NZ 98/254 (cepa tipo
B:4:P1-7-2) usada entre 2004 y 2008. El proyecto
fue una asociacion del gobierno de Nueva Zelanda,

la Universidad de Auckland, el NIPH y Chiron.

Aplicada durante epidemias en Nueva

Zelanda.

Bexsero®

Desarrollada por Novartis y designada para
proveer proteccion de amplio-espectro.
Recientemente con licencia por la Agencia de

Medicinas Europeas.

Combinacion de MVs de la cepa NZ
98/254 con tres antigenos recombinantes,

dos de los cuales son proteinas de fusion.

Una formulacién multivalente que contiene MVs nativas de Vibrio cholerae, Salmonella enteriditis,

Salmonella typhimurium, Shigela sonnei y Shigella flexneri produjo altos niveles de I1gG (en suero) e IgA (en

saliva) en ratones y ratas inmunizadas por via oral. *

I.5. RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDERO

El sistema inmune en mamiferos esta constituido por una respuesta innata y una adaptativa.®* La

inmunidad innata filogenéticamente es primitiva, por lo que la comparten vegetales y animales

(invertebrados y vertebrados, incluyendo mamiferos). Es mediada por monocitos, macréfagos y células

dendriticas. Se caracteriza por ser de respuesta rapida, actla directamente sobre el patdégeno sin necesidad

de seleccidon o maduracion celular, no tiene memoria y es fundamental en la génesis de la sepsis y choque

séptico. La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por la seleccién clonal de linfocitos antigeno

especificos, es tardia, tiene memoria, da proteccion prolongada, no participa en la patogénesis de la sepsis
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y el choque séptico y exclusivamente se presenta en los animales vertebrados. Sin embargo, la inmunidad
adquirida no ocurre inmediatamente en respuesta a un antigeno o patdégeno nuevo y el retardo en la

respuesta podria tener un efecto devastador en la supervivencia del hospedero.®

1.5.1. Inmunidad innata

La respuesta inmune innata es la primera defensa del hospedero contra microorganismos
invasores. Se caracteriza por ser inmediata, inespecifica y sin memoria, mientras que la respuesta adquirida
tarda en desarrollarse y se le debe ensefiar a través de la generaciéon somatica de un repertorio diverso de
receptores, con objeto de desarrollar una respuesta inmunitaria apropiada contra los patdgenos

invasores® ¢

. Esta diferencia de reaccidn sugiere que la respuesta de inmunidad innata se debe basar en el
reconocimiento de patrones moleculares asociados con patégenos (PAMPS). Por tanto, las respuestas
inmunitarias innata y adquirida estan coordinadas, de tal forma que la respuesta inmune innata representa
el proceso inicial e instructor en la defensa del hospedero. El hospedero vertebrado ha desarrollado
receptores de reconocimiento especificos de patrones para detectar a estos PAMPS (PRR). Dichos
receptores pueden dividirse en varias clases: receptores secretados, endociticos y de sefializacién; estos
ultimos son capaces de inducir la expresidn de una variedad de citocinas que subsecuentemente amplifican
la respuesta inmune innata y dirigen la respuesta inmune adaptativa. Este mecanismo, sin embargo, es mas

complejo de lo que se pensaba. ® % &

El sistema inmune ha desarrollado diferentes métodos para discriminar moléculas propias de
moléculas extrafas. La estrategia de reconocimiento microbiano se basa en la deteccién de PAMPS
conservados, los cuales son productos esenciales e invariantes de la fisiologia microbiana. Estos se
caracterizan por ser expresados Unicamente por patdgenos (no son producidos por el hospedero); son
relativamente conservados en microorganismos similares y su expresidon es esencial para la sobrevivencia
del microorganismo. Algunos de los PAMPs mdas importantes incluyen el RNA viral de doble cadena; los
dinucledtidos CpG no metilados comunes en el DNA bacteriano, pero escasos en el DNA de vertebrados; las
mananas de las levaduras; los glicolipidos de las micobaterias; las lipoproteinas de bacterias y parasitos; los
acidos lipoteicoicos de bacterias Gram-positivas y el LPS de bacterias Gram-negativas. Debido a que los
PAMPs son producidos sélo por los microorganismos, el sistema inmune innato los reconoce como “firmas

moleculares” de la infeccidn, y su reconocimiento por los PRRs propicia la induccién de una respuesta
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inmunitaria. Los PRRs han sido recientemente estudiados y uno de los receptores de sefializacién que han
tomado mayor importancia en los ultimos afios son los receptores tipo Toll que contribuyen en gran

medida a la respuesta inflamatoria en el hospedero. *® ¢’

1.5.2 Receptores tipo Toll

El concepto de inmunidad innata ha tenido un cambio notable durante los ultimos afios, debido al
descubrimiento de los receptores tipo Toll (TLRs, proteinas transmembranales expresadas por células del
sistema inmune innato) en los mamiferos y su participacion en el reconocimiento de patdgenos
microbianos. Actualmente, el estudio de estos receptores es de gran interés, sobre todo en medicina
humana y muy recientemente en medicina veterinaria, debido a que desempefian un papel central, tanto
en el desencadenamiento de la inmunidad innata, como en la coordinacién entre la inmunidad innata y la
adaptativa. La participacion de los TLRs en la respuesta innata se describid por primera vez en un
artrépodo, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. La proteina Toll de Drosophila originalmente se
identific6 como un factor requerido para el establecimiento de la polaridad dorso-ventral en el embrién en

desarrollo.®

La proteina Toll ademds se reconocié como un receptor transmembranal que activa el factor de
transcripcion denominado Dorsal (que es homdlogo al factor de transcripcion NF-kB en vertebrados) al
mediar la degradacidon de Cactus, una proteina represora de Dorsal. Una vez liberada de Cactus, Dorsal
puede traslocarse al nicleo donde activa genes especificos. Debido a la homologia de Toll con el receptor
de interleucina 1 (RIL1) ® v a la conservacion de los canales de sefializacién en ambos sistemas, se propuso
que Toll estaba involucrado en la regulacién de la respuesta inmune, lo cual se corroboré con la

demostracién de su participacion en la induccién de resistencia a infecciones producidas por hongos. ”°

Poco tiempo después, mediante busquedas en las bases de datos de identificadores de secuencias
expresadas (EST), y utilizando secuencias conservadas en el dominio de sefializacién de Toll/RIL1, se
identificd un homdlogo del receptor Toll de D. melanogaster en el ser humano. A partir de dicho hallazgo, y
utilizando estrategias similares, se identificd una familia de proteinas estructuralmente relacionada con la
proteina Toll de D. melanogaster que colectivamente se les denomina receptores tipo Toll (TLRs) y que
consiste de 11 miembros: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10 "' vy el recién
identificado TLR11. 2
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Asimismo, se ha indicado que seguramente en un futuro préximo se descubriran mas TLR.” Cabe
sefialar que la familia de TLR humanos se subdivide en cinco subfamilias que, de acuerdo con la secuencia
de aminodacidos son: TLR3, TLR4, TLR5, TLR2 y TLR9. " La subfamilia TLR2 estd compuesta de TLR1, TLR2,
TLR6 y TLR10; la subfamilia TLR9 estd compuesta de TLR7, TLR8 y TLR9. Los TLRs se expresan tanto en tejido
linfoide como no linfoide. A continuacién se indica, por orden numérico, cada uno de los TLR conocidos y su

expresion en células del sistema inmune:

TLR1: se expresa en monocitos, neutroéfilos, células B y células asesinas naturales.

TLR2: en monocitos, neutréfilos y células dendriticas.

TLR3: en células dendriticas.

TLR4: en monocitos, neutroéfilos, células dendriticas y endoteliales.

TLR5: en monocitos y células dendriticas.

TLR10: en linfocitos B de tejidos inmunitarios, como bazo, nédulos linfaticos y timo.

TLR11: en células epiteliales del rifién y la vejiga, y en menor cantidad en células del higado.

El resto de TLRs se expresan fundamentalmente en monocitos y células dendriticas. 7 7

Los TLR que comprenden la clase de PRRs expresados en la superficie celular, activan vias de
sefializacidon que inducen respuestas efectoras antimicrobianas y de inflamacién al reconocer los PAMPs. ”’

A continuacidn se enlistan los PAMPs que reconocen los diferentes receptores tipo Toll:

TLR1-2: péptidoglicanos de bacterias Gram-positivas. Lipoproteinas de bacterias Gram- negativas. TLR2
también reconoce lipopolisacarido (LPS) atipico de Leptospira interrogans, y LPS atipico de Porphyromonas
gingivalis, lo que sugiere que TLR2 tiene capacidad especifica de reconocimiento de los LPS de forma
cilindrica que inducen la produccién de citocinas.

TLR3: virus de RNA.

TLR4: lipopolisacarido de bacterias Gram-negativas.

TLR5: flagelina bacteriana.

TLR6: lipopéptidos y péptidoglicanos derivados de micoplasmas. TLR6 actia de manera sinérgica con TLR2
para reconocer péptidoglicanos, que son componentes de bacterias Gram positivas.

TLR7: componentes antivirales pequefios. Este receptor reconoce compuestos sintéticos considerados
inmunomoduladores como los derivados de la imidazoquinolina, ademas de loxoribina y bropirimina, que
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tienen capacidad antiviral debido a que inducen la produccién de citocinas proinflamatorias, en especial
INF-y.

TLR9: DNA bacteriano. Es esencial para el reconocimiento de motivos CpG no metilados de ADN bacteriano.
TLR10: Esta filogenéticamente relacionado con TLR1 y TLR6. Se desconoce cudl es el ligando de este
receptor.

TLR11: Fue recientemente descubierto en ratén y los analisis filogenéticos lo clasifican en un subgrupo
junto con el TLR5. EI TLR11 en humanos podria no expresarse, ya que a las secuencias analizadas a la fecha

muestran codones de terminacién dentro del marco abierto de lectura del gen. ¢’ 7% 7

1.5.3. TLR4 y sus ligandos

El receptor tipo Toll 4 (TLR4), es el receptor del LPS de las bacterias Gram-negativas; TLR4 es el
miembro mejor caracterizado de la familia de los TLRs. El LPS se une en el suero a la proteina de unién al
LPS (LBP), la cual libera LPS al CD14 que es una proteina que existe en 2 formas, una forma soluble y su
forma de glicosilfosfatidilinositol (GPI) anclada a la membrana externa. El CD14 se asocia fisicamente como
un complejo que incluye a TLR4 y una proteina accesoria extracelular llamada MD-2. MD-2 es una
glicoproteina de 20 a 30 kDa que carece de dominio transmembranal la cual, a semejanza de CD14,
presenta un dominio extracelular para la endotoxina de TLR4. Cada componente de este complejo es
requerido para la eficiente sefializacidén inducida por el LPS. De hecho, las mediciones bioquimicas de la
unién de LPS purificado a MD-2 muestra una relativamente alta afinidad por el LPS, con una constante de

disociacién [Kq= 65nM], similar al CD14. ”°

Ademas del LPS, TLR4 parece mediar la respuesta inflamatoria de muchos y diferentes ligandos
propios y no propios, aunque no esta completamente claro si estos, también se unen adicionalmente al
complejo CD14-TLR4-MD-2 directamente. Entre algunos otros componentes que pueden ser ligandos para
TLR4, esta el Taxol, que se ha observado mimetiza la sefializacion inducida por LPS en células de ratdn. Otra
estructura extrafia reconocida por TLR4 es la proteina de fusién del virus respiratorio sincitial (proteina F).
La proteina F induce una potente produccién de citocinas por monocitos y macréfagos y este efecto estd
completamente ausente en células de raton deficiente de CD14 o TLR4 funcional, sugiriendo que el

complejo CD14-TLR4 media dicha respuesta. "
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1.5.4. Los TLRs en animales domésticos

El estudio de los receptores tipo Toll en animales domésticos es mas reciente y limitado en
comparacién con las investigaciones realizadas en ratones y seres humanos. Actualmente, ya se han
caracterizacién algunos receptores tipo Toll en caninos, felinos, gallinas, cerdos y bovinos. Especificamente
en esta Ultima especie, se han detectado mediante técnicas moleculares de RT-PCR, mRNA de BoTLR2 y
BoTLR4 en monocitos, macréfagos y células dendriticas de bovino.*> Al comparar la habilidad de
macréfagos y células dendriticas (CDs) de bovino para expresar TLR y responder a distintos ligandos, se
sugiere que los dos tipos de células (ambas derivadas de monocitos) muestran diferencias en la expresion
de TLR, especialmente de TLR2. En ese mismo estudio se observé que tanto los macréfagos como las CDs
respondieron a los ligandos de TLR con la produccién de TNF, pero las CDs produjeron mas IL-12, mientras
que los macréfagos produjeron mas IL-10. ® Aunque no se ha determinado, se ha sugerido que el CpG DNA
podria estimular CDs de bovino via TLR9, como se ha descrito para linfocitos B, macréfagos de bovino y
para CDs de otras especies. ' En bovinos se ha visto que los motivos CpG inducen respuestas inmunitarias
celulares caracterizadas por inducir proliferacion de células B, produccion de IL-12 e INF-y; siendo necesaria
la generacién de anticuerpos especificos de TLR de bovino para reconocer los receptores involucrados en

estas respuestas. &7

1.5.5. Funcion de los TLRs en la respuesta inmunitaria

La activacién de los TLRs expresados en células presentadoras de antigeno (CPA) especializadas
como las células dendriticas y los macréfagos, desempefa un papel crucial en la respuesta inmune innata y
la iniciacién de la respuesta inmunitaria adaptativa. Como ya se menciond, los TLRs sélo reconocen
péptidos propios de los patdgenos, debido a que la activacién de los TLRs de una CPA provoca que esta
célula exprese péptidos antigénicos sobre su superficie celular, que estan unidos a moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) y activan células T especificas de antigeno. Los péptidos propios
expresados y presentados por las CPA no son reconocidos como extrafios, porque las células T especificas
para estos péptidos son eliminadas durante la seleccidon negativa en el timo. De esta manera, la seleccidon
negativa y la induccién microbiana de moléculas coestimuladoras juntas, aseguran que la respuesta

inmunitaria adaptativa sea generada contra patégenos infecciosos, pero no contra antigenos propios. 78

Las células inmunitarias utilizan multiples TLRs y otros PRRs para detectar simultdneamente varias

estructuras de un microorganismo; de esta manera, la informacién sobre un patdégeno en particular se
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envia a la célula, permitiendo la generacidn de respuestas ligeramente diferentes, pero con alto grado de
especificidad. Como ya se ha sefialado, la activacidn de los TLR propicia no sélo la induccion de respuestas

inflamatorias, también provoca una respuesta inmunitaria adaptativa antigeno-especifica. ™*

Los TLRs actuan a través de moléculas adaptadoras que activan varios factores de transcripcion y
cinasas, de tal manera que el hospedero puede responder a los agentes infecciosos con una importante
respuesta inflamatoria. Estas moléculas adaptadoras incluyen MyD88, TIRAP, TIRP, TOLLIP y TRIF, las cuales
interactuan y activan al receptor de IL-1 asociado a la familia de cinasas (IRAK), las cuales a su vez activan
los receptores para TNF asociado al factor TRAF-6, que finalmente permite la activacion del factor NF-kB.
Mientras que la mayoria de los TLRs utilizan mdas de un adaptador, ciertas moléculas adaptadoras son
esenciales para la sefializacién de un solo TLR, por ejemplo el TLR4, cuya sefializacién es dependiente de la

expresion de TIRP. ¢’

La dimerizacién de determinados TLRs puede detectar caracteristicas individuales que son comunes
a diferentes clases de microrganismos. Por ejemplo, el TLR4 junto con el TLR5, detectan un organismo
flagelado Gram-negativo, mientras que el TLR5 junto con el TLR2 y el TLR6, detectan un organismo Gram-
positivo. El resultado final de esta sorprendente capacidad de tipificacion es la expresidén de citocinas y
otras moléculas activadoras de las células de la respuesta inmune adaptativa, dirigiendo entonces la

ofensiva hacia el microrganismo invasor. ”°

1.5.6. Receptores tipo Toll y la respuesta inflamatoria

La inmunidad innata, una vez activada por un proceso infeccioso, induce la sintesis de interleucinas
(IL) conocidas genéricamente como citocinas, por monocitos, macréfagos, células cooperadoras TCD4 y
células dendriticas, proceso que es parte fundamental de la respuesta inflamatoria sistémica, que tiene
como finalidad limitar el proceso infeccioso e iniciar la reparacién tisular, pero que de no ser controlada
evoluciona a lesion tisular generalizada y a una alteracién organica multiple, con eventos secundarios
como: hipoperfusiéon refractaria, dafio endotelial, inflamaciéon no controlada, coagulacién intravascular y
apoptosis celular. Con base en lo anterior, una fuerte respuesta inflamatoria y sostenida (choque séptico),
es el resultado de una grave desregulacién de la inmunidad innata, secundaria a falla en la inhibicion de la

actividad del NF-kB y/o estimulacidon persistente de los receptores tipo Toll, lo que lleva a sintesis continua
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y exagerada de citocinas proinflamatorias con desequilibrio proinflamatorio/antiinflamatorio, que

evoluciona a una alteracién organica multiple, apoptosis y muerte.

Il JUSTIFICACION

Se sabe que las MVs de diferentes géneros bacterianos, principalmente los de interés médico, acarrean
importantes factores de virulencia, entre los cuales se encuentra el LPS. A su vez, las células presentadoras
de antigenos como los macréfagos, expresan en su superficie receptores tipo Toll que pueden ser
estimulados por PAMPs contenidos en estas estructuras. De esta manera, se desencadenan diferentes vias
de sefializacién involucradas en la respuesta inmune innata entre las cuales se encuentra la produccién de
algunas citocinas que pueden polarizar posteriormente a una inmunidad adaptativa, proporcionandoles a
las MVs caracteristicas esenciales para ser utilizadas como agentes vacunales acelulares, rubro que no ha
sido muy explotado, contando Unicamente con algunas vacunas hechas a partir de MVs de Neisseria
meningitidis en el Sector Salud. A pesar de esta informacidn, hasta ahora en México se cuentan con muy
pocos reportes sobre el papel que juegan las MVs de géneros bacterianos, de interés veterinario como M.
haemolytica para la prevencion de las enfermedades que estas provocan. Por lo que, resulta muy
interesante saber si el LPS de MVs de Mannheimia haemolytica A2 puede estimular TLR4 expresado en
macréfagos ovinos y asi conferirles la capacidad para promover la produccion de algunas citocinas de
respuesta inmune innata que finalmente le pueda permita a las células del hospedero desencadenar una
respuesta adaptativa y prevenir la infeccidn por la bacteria. Ayudando asi a tener mas herramientas para la

prevencion y lucha contra la enfermedad.

. HIPOTESIS

El LPS contenido en las MVs de M. haemolytica A2 es un potente estimulador del receptor TLR4 y
promueve la transcripcién de genes de citocinas de respuesta inmune innata (IL-1 B, TNF-a, IL-10) en
macréfagos ovinos, que pueden servir como unidn entre la respuesta inmune innata y la adaptativa

desencadenando asi una respuesta en contra de la bacteria.
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Iv. OBIJETIVO GENERAL

Identificar la expresidn del receptor TLR4 en macrdfagos de ovino y su activacion via LPS, mediante
produccién de citocinas de respuesta inmune innata, al interaccionar con MVs de M. haemolytica A2 en

condiciones in vitro.

V. OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener MVS de M. haemolytica A2 a partir de sobrenadante de cultivo e identificarlas por microscopia
electronica.

2. ldentificar al LPS contenido en las MVs de M. haemolytica A2.

3. Diferenciar los monocitos de sangre periférica a macréfagos, mediante estimulo con GM-CSF por 5 dias.
4. ldentificar el receptor tipo Toll-4 (TLR4), asi como algunos receptores de membrana (CD14, MHCII, CD1a,
CD86), que expresan los macréfagos de ovino, mediante citometria de flujo.

5. Interaccionar macréfagos de ovino con MVs de M. haemolytica A2 en condiciones in vitro.

6. Cuantificar niveles de mRNA de citocinas de respuesta innata (IL-1B, TNF-a, IL-10, IL-4) mediante gRT-
PCR.

VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Obtencidn de Microvesiculas (MVs) de M. haemolytica A2

En el Esquema 1 se muestra el diagrama de flujo para la obtencion de las MVs de M. haemolytica
A2. Se realizé el crecimiento bacteriano en cuatro placas de agar sangre mediante estria cerrada,
incubdndose a 37°C / 24 h. Para este paso se utilizé una cepa de M. haemolytica A2 de campo, obtenida a
partir del aislamiento de un pulmén neumadnico, de un ovino muerto por la enfermedad; esta cepa fue
recuperada en un trabajo previo. > Se realizd tincién de Gram y un andlisis bioquimico mediante un kit
comercial (Api 20E, BioMérieux S.A., México), para corroborar la morfologia e identidad bacteriana

respectivamente.
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Posteriormente al cultivo de las bacterias, se cosecharon en 500 ml de medio Infusiéon Cerebro
Corazdn (BHI) enriquecido con cloruro de calcio (CaCl,, 1ml/250 ml BHI) a 37°C/ 8 hrs en agitacion suave. Al
cabo de 8 hrs se adiciond Gentamicina ®* a una dosis de 25 pg/ml de cultivo y se incubé nuevamente el
cultivo en las condiciones antes mencionadas, hasta completar 24 hrs. Paralelamente, se realizé tincién de

Gram para verificar morfologia bacteriana.

El cultivo anterior se centrifugd a 9000 X g / 15 min, en este paso se separd la biomasa, la cual se
lavé por centrifugacion en 2 ocasiones con amortiguador de Hepes 10 mM con inhibidores de proteasas
(HIP) y se congeld a -70°C hasta su uso. El sobrenadante se filtré6 por membranas de nitrocelulosa
(Millipore, Irlanda), primero por 0.45 um y posteriormente por 0.22 um de didmetro de poro, el producto
de la filtracion se ultracentrifugé (BECKMAN COULTER, EUA) a 150,000 X g / 3 hrs / 4°C. Se elimind el
sobrenadante y la pastilla resultante enriquecida con MVs, se resuspendié en medio de cultivo RPMI 1640 o

HIP segun la finalidad del experimento con las MVs. #

VI.2. Extraccion de membrana externa de M. haemolytica A2

Para esta metodologia se utilizé el botdn de células completas. Se descongeld la pastilla conservada
a -70°Cy se dividid la muestra en varias porciones, a las que posteriormente se les realizaron 10 pulsares de
60 s con 1 min de descanso en bafo de hielo con sonicador de punta (Ultrasonic Proccesor, VC 130, SONICS
& MATERIAL INC). Posteriormente se centrifugd la muestra sonicada a 1,000 X g / 15 min para la remocion
de restos celulares. Se recuperd el sobrenadante y se ultracentrifugd a 100,000 X g / 2 hrs. La pastilla
correspondia a una fraccion de la envoltura celular cruda que contenia, las membranas externa e interna y
el sobrenadante contenia al citosol. La pastilla de membranas totales se disolvié en amortiguador con
sarcosyl al 1% y se colocd en agitacion suave por 30 min / T° ambiente. Finalmente, se ultracentrifugé la
muestra a 100,000 X g /1 hrs donde el paquete resultante correspondiente a la membrana externa se
disolvio en HIP, y el sobrenadante correspondia a la membrana interna, ambos se conservaron en
congelacion a -70°C hasta su uso. Es importante mencionar que para el corrimiento electroforético se
necesitd que las muestras a utilizar fueran previamente limpiadas por el método de purificacion de

proteinas en presencia de detergentes y lipidos, técnica que se describira mas adelante. ®
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Esquema 1: Metodologia para la obtencion de MVs de M. haemolytica A2.




VI.3. Precipitacion de proteinas en solucidn, en presencia de detergentes y lipidos

Se colocaron 200 ul de la muestra problema (MVs, PME, PMI) conservada en congelacién mas 400
ul de metanol para precipitar las proteinas; esta solucién se sometio a la accién del vortex para mezclar y se
centrifugd por 1 min / 9,500 X g. Al resultado de este paso se le adicionaron 200 pl de cloroformo y se
sometié nuevamente a la accion del vortex, se centrifugd por 10 seg / 9,500 x g. A esta muestra se le
adicionaron 300 pl de agua desionizada y se siguié el mismo procedimiento que en los pasos anteriores. La
fase superior se removié cuidadosamente y fue desechada, se adicionaron 300 pul de metanol al resto de la
fase cloroférmica y la interfase con las proteinas precipitadas, esta ultima muestra se mezclé con vortex vy
se centrifugd por 2 min, el sobrenadante se retird y la pastilla se secd bajo rocio de aire. La pastilla se

conservo a -70°C hasta su uso.

VI.4. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

La cuantificacién de proteinas por el método de Bradford 3 se realizdé en una placa de
microtitulacién de 96 pozos. Para determinar la concentracidn de proteina que contenia cada muestra, se
realizd una curva estandar de albimina sérica bovina (ASB) que iba de menor a mayor concentracién a
partir de un stock de trabajo de 1 mg/ml. Se colocaron 10 pl de la muestra problema més 200 pl de reactivo
de Bradford y se mezclé mediante agitacidn por 5 min. Finalmente, la placa se leyd en un lector de ELISA
(BIO-TEK ELX 808) a 590 nm y por regresion lineal se calculd la cantidad de ug de proteina por pl contenidos

en la muestra problema.

V1.5 Anadlisis Electroforético mediante SDS-PAGE

Posterior a la cuantificaciéon de la proteina por el método de Bradford, se observd el patron de
proteinas que acarrean las MVs mediante la técnica de SDS-PAGE (Bio-Rad) por el método de Laemmli ® en
geles de poliacrilamida al 12%, corroborando la presencia de las proteinas previamente reportadas por
Gonzélez y col. (LKT, LPS, PME de diferentes pesos moleculares). > Ademds, se compard con muestras de
proteinas de membrana externa, para corroborar la similitud entre ambas dado el origen de éstas,
previamente descrito. Se colocé un marcador de peso molecular (MPM) en el primer carril y en los
siguientes carriles se colocaron las muestras de las MVs, previamente solubilizadas en amortiguador de

muestra y hervidas durante 10 min. Se dejd correr el gel en una camara de electroforesis, conectada a una
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fuente de poder a 120 V/ 2 hrs. Posteriormente, se tifid el gel con azul de Coomassie, colocando el gel en la
solucidn de tincidon, a temperatura ambiente y en agitacion suave (1-3 hrs), posteriormente el gel se destifid
con una solucién destefiidora (metanol 50% - acido acético 7% - agua) por tres veces, con intervalos de 30
min cada uno, hasta visualizar las bandas de proteinas. Finalmente, el gel se conservé en acido acético al
10%. En otro de los casos, el gel se tifd con plata utilizando un kit comercial (Silver Stain Plus, BIO-RAD,
161-0449) vy siguiendo las instrucciones del fabricante. Para identificar con mayor exactitud las proteinas
con pesos moleculares similares entre la fraccion de membrana externa y las MVs, se analizaron los pesos
moleculares de los geles, utilizando el software SynGene Gene Tools File Versién 4.00.00, en donde se

compararon diferentes muestras de MVs y PME.

VI.6. Analisis de MVs mediante tincidn negativa por microscopia electronica

Para observar a las Mvs, éstas se prepararon mediante tincidn negativa para posteriormente ser
observadas al microscopio electréonico. Una vez obtenidas las MVs se colocaron en una rejilla (Electron
Microscopy Sciences) y se contrastaron con acido fosfotungstico al 1% pH 6.0 por 1 min, la muestra se dejo

secar y posteriormente se observaron al microscopio electrénico (JEOL, JEM 2000 EX).

VI.7. Diferenciacion de monocitos de sangre periférica de ovino a macréfagos

Para la obtencién de los macréfagos, se realizd la diferenciacion de monocitos obtenidos a partir de
sangre periférica de ovinos clinicamente sanos. Para ello, se obtuvieron 160 ml de sangre heparinizada,
esta muestra se sometid a gradiente de Lymphoprep (Axis-Shield) siguiendo una técnica modificada a
partir de las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el paquete celular (leucocitos) se procedio a la
separacion de las células CD14" mediante la utilizacién del sistema de separacidon magnética MiniMacs
human CD14 (Miltenyi), siguiendo las indicaciones de fabricante. La muestra resultante de esta separacion
fue tefiida y analizada para el Cluster (Grupo o Cimulo) de Diferenciaciéon 14 (CD14, Anti-CD14 Pacific Blue,
BioLegend) mediante citometria de flujo (FORTESSA, BECTON DICKINSON) para confirmar su identidad.
Ademas se analizaron otros marcadores de receptores de membrana, como el Complejo Principal de
Histocompatibilidad tipo Il (MHC-Il), Cluster de Diferenciacién 86 (CD86) y Cluster de Diferenciacion 1la
(CD1a). Posteriormente los monocitos se cultivaron en placa de 12 pozos colocando 2 x 10° células por

pozo en medio RPMI 1640 suplementado con: suero fetal bovino al 10% (SFB, GIBCO), L-glutamina 2 mM

24



(GIBCO) y antibidticos y antimicético (CAISSON) al 1% (Mo-MQ); finalmente, se dejaron incubando a 37°C
en condiciones de 5% CO, durante 24 hrs para propiciar la adhesién celular. Al cabo del tiempo
determinado se realizé un cambio de medio monocitos-macréfagos y se agregaron 100 ng de Factor
estimulante de colonia Granulocito-Macréfago (GM-CSF), por 1 x 10° células. Este cultivo se llevé hasta los 5
dias y se le adicioné GM-CSF nuevo cada tercer dia para mantener el estimulo de diferenciacién. Al dia 5 se

le adicionaron los diferentes tratamientos con MVs para cuantificar la cinética de produccién de citocinas.

V1.8. Citometria de flujo

Con la finalidad de identificar la presencia de los diferentes receptores de membrana tales como,
TLR4 y CD14 permitiendo este ultimo, la identificacion de monocitos a partir de la muestra obtenida, asi
como otros receptores de membrana (MHC I, CD86, CD1a), se utilizé una técnica de tincién de citometria
de flujo. Para ello se obtuvo una muestra representativa de aproximadamente 5 x 10° células, éstas se
bloquearon con SFB por 30 min a 4°C. Después, se lavd la muestra en 2 ocasiones para eliminar el exceso de
SFB con una solucidn de tincidn (Facs Flow), posteriormente se colocé el anticuerpo de interés y se incubd
en cuarto oscuro a 4°C / 20 min. Se volvio a lavar en 2 ocasiones con la solucién de tincidn y finalmente se
fij6 la muestra con paraformaldehido al 1% para su lectura en el citémetro de flujo (FORTESSA, BECTON

DICKINSON).

V1.9. Condiciones de cultivo celular

Una vez identificados los macréfagos mediante citometria de flujo, se asignd el primer pozo como
control, es decir, células sin ningln tratamiento, los siguientes pozos correspondian a los diferentes
tratamientos que fueron: 2 ug de LPS (Escherichia coli 0111:B4, Sigma Aldrich) como control positivo, 5y 10
ug de MVs de M. haemolytica, 10 ug de MVS con Polimixina B (PB, Sigma Aldrich, utilizada como inhibidor
de LPS a dosis de 0.4 mg/ml ) y finalmente como control de la inhibicién de la PB, se adicionaron 2 pg de
LPS con PB (a la misma dosis). En todos los casos se determiné la presencia del receptor TLR4 y la actividad
de las células mediante la cuantificacion de mRNA de las diferentes citocinas. El cultivo se mantuvo en
estufa de CO, a 37°C y se obtuvieron muestras para la medicion de transcripcién de citocinas a los tiempos

de 0, 1y 3 h, en todos los casos.
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VI.10. Cuantificacién de Interleucinas mediante gRT-PCR

Finalmente, a partir de las muestras obtenidas en los diferentes tiempos, se realizé la reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa (qRT-PCR), para medir la produccion de
mMRNA de las diferentes interleucinas. Las citocinas a evaluarse fueron: IL-1B, TNF-a e IL-10. Para ello,
primero se debié proceder a la extraccion de RNA de la siguiente manera. A partir de las células mantenidas
en cultivo, se obtuvo RNA mediante el reactivo de Trizol (Life Thecnologies) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La purificacién e integridad de los extractos de RNA fueron evaluados por un Nano Drop 2000,
UV-Vis Spectrophotometer y mediante geles de agarosa al 1%. Posterior a este procedimiento se utiliz6 un
kit para realizar la gRT-PCR (Qiagen Quantitect SYBR one-step RT—PCR kit) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las condiciones de amplificacién fueron: 30 min a 50°C, 15 min a 95°C y 50 ciclos de 20 s a 95°C,
45 s a 90°C, 30 s a 72°C. Los iniciadores (primers) que se utilizaron para este ultimo paso se presentan en la

Tabla 4. %

Tabla 4: Primers utilizados para la cuantificacién del RT-PCR en tiempo real. *

Oligonucledtidos Secuencia Longitud (bp)
GAPDH OVGAPDH F 5" GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 3’ 120
OoVGAPDH R 5'CCCTCCACGATGCCAAAGT 3’
IL-1B8 ovIL-1B F 5" CGAACATGTCTTCCGTGATG 3’ 143
oviL-1B R 5" TCTCTGTCCTGGAGTTTGCAT 3’
TNF-a ovTNFa F 5 GGTGCCTCAGCCTCTTCTC 3’ 136
ovTNFa R 5" GAACCAGAGGCCTGTTGAAG 3’
IL-10 oviL-10 F 5" TGCTGGATGACTTTAAGGG 3’
ovIL-10 R 5" AGGGCAGAAAGCGATGACA 3’

El analisis de la expresién relativa se realiz6 mediante el método AACt utilizando como gen de
referencia el que codifica para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y para observar
la diferencia significativa entre grupos se realizd un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de una

prueba multiple de comparacién Tukey con un intervalo de confidencialidad del 95%. ®’
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VII. RESULTADOS

VII.1. Obtencidn e identificacion de MVs de M. haemolytica A2

Se realizd la obtencidn de las MVs por la metodologia ya descrita y se cuantifico el total de proteina
en cada nuevo experimento por la técnica de Bradford. Se observaron los patrones de proteina de las MVs
mediante geles de poliacrilamida al 12% tefiidos con azul de Coomassie y se identificaron 3 proteinas de
membrana externa (PME) de interés inmunogénico previamente reportadas *>>* de 60, 54 y 45 kDa
respectivamente. Al mismo tiempo, se observaron similitudes entre patrones de proteinas de membrana
externa y de MVs de M. haemolytica A2, para confirmar la biogénesis de estas estructuras. Se pudo
observar que la fraccién de membrana externa y las MVs comparten una gran cantidad de proteinas en su
estructura que van desde los 75 hasta los 25 kDa. Es evidente que en las MVs se observa una mayor
cantidad de proteinas debido a que éstas estdn compuestas, ademas de PME, de algunas proteinas

periplasmicas que se encuentren en transito al momento de su formacion (Fig. 1).

Para identificar con mayor exactitud las proteinas con pesos moleculares similares entre la fraccion
de membrana externa y las MVs, se analizaron los pesos moleculares de los geles, utilizando el software
SynGene Gene Tools File Versién 4.00.00, en donde se compararon diferentes muestras de MVs y PME
(Tabla 5). Se encontraron 6 proteinas con pesos iguales y 6 con pesos muy similares, esto aplicindose
Unicamente a las bandas de proteinas mas visibles en los geles de poliacrilamida, lo cual corrobora la
identidad que adoptan la MVs a partir de la membrana externa de las bacterias completas. Cabe mencionar
gue se necesitarian otro tipo de pruebas para determinar los pesos moleculares exactos de las proteinas y

poder confirmar que efectivamente se tratan de las mismas que ya han sido descritas.

Finalmente y como prueba fehaciente del enriquecimiento de la pastilla con MVs, estas se
contrastaron mediante tincion negativa con acido fosfotlungstico para su visualizacion al microscopio
electronico (Fig. 2). Es importante mencionar que se observa la morfologia particular de su doble
membrana y el tamafio variable desde los 50 hasta los 250 nm de didmetro, debido a la caracteristica de
coalescencia que estas estructuras pueden llegar a desarrollar. En los paneles A y C se observan estructuras
redondeadas con doble membrana, de forma homogénea y tamafios ligeramente variables que
scorresponden a las MVs. En el Panel B Se muestra una vista panordmica donde se observa a la bacteria

completa y el momento de la liberacidon de una MV (flecha negra) a partir de su membrana externa; cabe

27



mencionar que la misma estructura de doble membrana observada en la fraccién enriquecida con MVs se
observa en esta microfotografia. En el Panel D se observa una estructura redondeada a mayor aumento de

aproximadamente 200 nm de didmetro, es facil de apreciar su doble membrana debido a su origen de

formacion.
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Figura 1: Las MVs de M. haemolytica A2 y la fraccién de membrana externa comparten proteinas
de interés inmunogénico. Gel de poliacrilamida al 12% tefiido con azul de Coomassie. MPM: Marcador de
peso molecular, MVs: Microvesiculas de M. haemolytica A2, PME: Proteinas de membrana externa. Se
sefialan con flechas delgadas, las proteinas de interés inmunogénico presentes tanto en membrana
externa, como en MVs. En el carril de PME se sefialan con flechas gruesas, otras proteinas que se
encuentran tanto en membrana externa como en MVs, que pudieran ser compartidas por ambas
estructuras.
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PROTEINA PESO MOLECULAR

MICROVESICULAS PME

1 94.18 93.06
2 77.75 77.75
3 71.09 -

4 67.38 66.87
5 58.71 58.27
6 53.56 53.16
7 44.66 44.66
8 = 40.80
9 38.13 38.13
10 34.36 34.54
11 29.15 29.15
12 27.36 27.36
13 26.36 26.36
14 16.00 15.86

Tabla 5: Las MVs de M. haemolytica A2 y la fraccion de membrana externa (PME) comparten proteinas
con igual peso molecular. Se realizé el andlisis de los pesos moleculares de los patrones de proteinas de
MVs y de membrana externa (PME), mediante el software SynGene Gene Tools File Version 4.00.00. En
cursivas se presentan las proteinas con pesos idénticos. En rojo se resaltan las proteinas que han sido
identificadas previamente como de interés inmunogénico.
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Panel B

Panel C Panel D

Figura 2: Microvesiculas de M. haemolytica A2. Panel A y C: Se observan muestras de las MVs. Panel B: Se
muestra una bacteria completa con la liberacidon de una MVs (flecha negra). Panel D: Se observa un mayor
aumento de una MVs (100 y 50 nm).

VII.2. Las MVs de M. haemolytica A2 contienen LPS en su interior

Debido a que el TLR4 identifica al LPS de las bacterias, se determind el LPS en diferentes muestras

de MVs de M. haemolytica A2, mediante tincién de plata especifica para LPS (Fig. 3); como control positivo
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se utilizé una fraccién de membrana externa y como control negativo una fraccion de citosol. En todas las
muestras de MVs se pudo observar la banda al final del carril correspondiente al LPS (de peso molecular
aproximado de 20 kDa), asi como su ausencia en las muestras del citosol, lo que confirma que nuestras

muestras de MVs contienen como parte estructural al ligando del TLR4.
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Figura 3: Las MVs de M. haemolytica A2 contienen LPS. Tincidn de plata especifica para LPS donde se
analizaron varias muestras de MVs de M. haemolytica A2. Carril 1: Marcador de Peso Molecular (MPM).
Carril 2 y 3: Control + (positivo), proteinas de membrana externa (PME). Carril 4-7: Muestras de las MVs.
Carril 8 y 9: Control — (negativo), citosol. La reaccion en el gel se observa al fondo del carril como una banda
negra sefialada con una flecha roja.

VII.3. Purificacién y caracterizacion de monocitos ovinos

Para realizar la purificacién de los monocitos ovinos, que posteriormente iban a ser diferenciados
hacia macréfagos mediante estimulo con GM-CSF, se siguio el método de extraccion como ya se menciond
en la metodologia. Al término de esto, se tomd una muestra representativa del paquete celular para su
analisis mediante citometria de flujo. En la Fig. 4 se muestra la regidn de las células obtenidas después del

gradiente, a la cuales llamaremos “Mononucleares de Sangre Periférica de Ovino (MSPO)”. En el panel A se
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muestra la grafica que indica tamafio contra granularidad de la poblacion de los MSPO, comparada contra
células mds granulares que se encuentran en una regidon mas arriba de éstas (que probablemente
correspondan a polimorfonucleares) y en el panel B se muestra la grafica y el histograma de los MSPO
tefiidos para el marcador CD14" que era nuestra poblacién de interés (monocitos), presentando en

promedio de todos los experimentos un 5% de la poblacién total obtenida mediante el gradiente de

densidad.
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Figura 4: Grafica e histograma de células Mononucleares de Sangre Periférica de Ovino (MSPO) teiiidas
para CD14. En el panel A se muestra tamafio y granularidad de las células MSPO obtenidas a partir del
gradiente de densidad y en el panel B se muestra esta misma poblacién celular tefiida para el receptor

CD14 la cual identifica a nuestra poblacién de interés (solamente monocitos).

Finalmente se realizd la separacion magnética y se observd el enriquecimiento de la fraccidn celular
obtenida con células CD14". En la Fig. 5 se muestran las graficas del antes y después de la purificacion de las
células, en el panel A se observa la gréfica y el histograma de las células MSPO, mientras que en el panel B
se muestran las células posterior a la separacién magnética, las cuales corresponden a monocitos ovinos es
decir, células CD14". Es evidente el cambio del porcentaje de positividad a este receptor antes y después de
la purificacién, que va de un 5% en la poblacién de MSPO, a un valor del 90% minimo en promedio
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obtenido de todos los experimentos, posterior a la purificacidn, lo cual nos corrobora la efectividad de la
separacion celular. Cabe mencionar que el porcentaje de separacion nunca llegdé al 100% probablemente

debido a que el sistema de separacion estd disefiado para células humanas.
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Figura 5: Analisis de la expresidon de receptores de membrana antes y después de la purificacion. En el
panel A se muestran las gréficas de las células Mononucleares de Sangre Periférica de Ovino.
Aproximadamente, el 5% de la poblacidén es positiva al receptor CD14 que es nuestra poblacién de interés.
En el panel B se muestran las graficas de los monocitos ovinos, después de la purificacién. El porcentaje de
la poblacién CD14" aumenta a un 95%.
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VIl.4. Los monocitos ovinos se diferencian a macréfagos mediante estimulo con GM-CSF y expresan

receptores de membrana (CD14, TLR4, MHC II, CD1a, CD86) en su superficie

Para corroborar si los monocitos ovinos se diferenciaban a macréfagos, después de aplicado el
tratamiento con GM-CSF, se procedio al andlisis de la expresion de los diferentes receptores de membrana
y cdmo es que estos niveles cambiaron segln el estadio de las células; se analizaron los valores al dia O y al
dia 5 posteriores a la adicion del GM-CSF. En la Tabla 6, se presentan los valores en porcentaje de la
positividad de las células a los diferentes receptores de membrana expresados en ellas. En esta tabla, se
puede observar que al dia 0, en donde las células aln no tienen estimulo, son practicamente negativas a
todos los receptores excepto a CD14, debido a que se hizo la seleccidn para este Cluster de diferenciacién,
por otra parte son ligeramente positivos (14%) para el MHC Il, esto es normal ya que se sabe que los

low

monocitos pueden ser MHC Il ", Los valores se observan aumentados al dia 5 después de la aplicacién del
factor de crecimiento (GM-CSF) para los receptores TLR4 y MHC Il, mientras que se observa un ligero
aumento para los receptores CD86 y CD1a, en este punto las células han completado su diferenciacién y el
porcentaje de positividad para los receptores cambia en casi todos los casos, exceptuando al CD14 que

permanece practicamente igual.

Receptor/ Dia

CD14
TLR4
MHCII
CD86
CD1la

Tabla 6: Los niveles de expresion de receptores de membrana aumentan del dia 0 al dia 5 post-estimulo
con GM-CSF. En la tabla se muestra el valor en porcentaje (%) de la expresién de los diferentes receptores
de membrana (CD14, TLR4, MHC II, CD86, CD1a) en las células, al inicio del experimento y al dia 5 después
de la aplicacién contintia de GM-CSF. El valor mostrado es el promedio de 3 experimentos independientes.

Estos valores fueron tomados de los histogramas y las graficas obtenidas de los analisis hechos a
varios experimentos. En la Fig. 6 para el dia O y en la Fig. 7 para el dia 5, se reporta un experimento

representativo de los niveles de expresidn de los receptores en las células a tratar.
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Figura 6: Los monocitos ovinos son CD14" y negativos a los demas receptores de membrana. En la figura
se muestran las graficas en el Panel A para los receptores en el siguiente orden: CD14, CD86, MHC Il, TLR4,
CD1a. En el Panel B se observan los histogramas para los valores de positividad de los diferentes receptores
de membrana, en el mismo orden que las graficas, expresados en los monocitos que corresponden a las
células del dia 0. La poblacidon es solamente positiva a CD14 y MHC Il en diferentes niveles.
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Figura 7: Los monocitos ovinos se diferencian a macréfagos ante la presencia de GM-CSF. En la figura se
muestran las graficas en el Panel A para los receptores: CD14, TLR4, MHC Il, CD1a y CD86. Mientras que en
el Panel B se observan los histogramas con los valores de la misma poblacién celular. Estas fueron tratadas
con el factor de crecimiento (GM-CSF) durante 5 dias, al finalizar el tiempo de incubacién se observa un alto
porcentaje de células positivas a estos receptores comprobando la identidad caracteristica de los
macroéfagos.
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Por ultimo, en la caracterizacion celular se midié la intensidad media de fluorescencia
correspondiente al nimero de moléculas presentes del receptor evaluado. Estos datos se presentan en la
Tabla 7, donde se puede observar que los valores de expresién aumentan ligeramente en los casos del
TLR4, MHC Il y CD1a, mientras que disminuyen de la misma manera para CD14 y CD86, comparando el dia 0
donde las células aun son monocitos con el dia 5 post-estimulo (GM-CSF), donde ahora estas células tienen
funciones de células presentadoras de antigenos (APC), debido a que ya cuentan con los receptores de
membrana como MHC Il y CD86, esta ultima es una molécula coestimuladora con una importante funcion
en la presentacion de antigeno. A su vez, también presentan TLR4, que es parte del complejo para realizar

el reconocimiento del LPS.

Receptor/Dia

CD14
TLR4
MHC I
CD86
CD1a

Tabla 7: El nimero de moléculas presentes de los receptores de membrana en monocitos ovinos
aumenta ligeramente al diferenciarse a macréfagos. En la tabla se muestran los valores de intensidad
media de fluorescencia del dia 0 y del dia 5 después del tratamiento con GM-CSF. Estos aumentan
ligeramente en el dia 5 en el que las células ya se pueden considerar como macréfagos. El valor mostrado
es el promedio de tres experimentos independientes.

Asi mismo, estos datos se ven reflejados en la Grafica 1. En el panel A se muestran los datos de
positividad de los receptores de membrana del dia 0 comparado con el dia 5 y en el panel B se muestran
los datos de intensidad media de fluorescencia, igualmente entre el dia 0 y el dia 5. Es evidente observar el
cambio en la positividad de las células a los receptores, mientras que para el caso de la IMF se observa

Unicamente un ligero aumento en algunos de los receptores.
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Grafica 1: El porcentaje de células positivas y la IMF de los receptores de membrana en monocitos ovinos
aumentan al diferenciarse a macrofagos. Panel A: Porcentaje de positividad. Panel B: Intensidad media de
fluorescencia. Se muestra cdmo se aumentan los valores de células positivas a los receptores, ademds de
como incrementan ligeramente en algunos de los casos para la intensidad media de fluorescencia del dia 0
(monocitos) al dia 5 (macréfagos).
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VIL.5. Los macréfagos aumentan la transcripcion de genes de citocinas de IL-1B y TNF-a pero no de IL-10,
a diferentes tiempos

Finalmente, para observar si las MVs de M. haemolytica A2 eran capaces de estimular a los
macréfagos, fue necesario poner en contacto a las células con las MVs, siguiendo el protocolo de
tratamientos que anteriormente se definié. Es importante recordar que como control negativo (Ctl -) se
utilizaron células sin ningun tratamiento; como control positivo (Ctl +) se colocaron 2 pg de LPS; como
tratamientos problemas se utilizaron 5 y 10 ug de MVs de M. haemolytica A2; como inhibidor de nuestro
tratamiento problema se colocaron 10 pg de MVs con PB y finalmente para ver la efectividad del inhibidor
se utilizé un udltimo grupo control en el que se colocaron 2 pg de LPS con PB. El resultado de estos
tratamientos se observd a diferentes tiempos que quedaron definidos como: Tiempo O (0 hrs de
tratamiento), Tiempo 1 (1 hr de tratamiento) y Tiempo 3 (3 hrs de tratamiento). Para este paso se realizé
gRT-PCR y se analizaron los resultados mediante la técnica AACt normalizados con el gen de referencia
GAPDH, los resultados que se muestran a partir de ahora son el promedio del triplicado de tres

experimentos independientes.

Para el tiempo 0 los niveles de expresidon se encuentran muy cercanos al cero para las interleucinas
IL-1B y TNF-q, lo cual indica que la transcripcion de los genes se encuentra silenciada hasta ese momento,
esto es normal debido a que las células se encuentran sin estimulo. En cuanto a los niveles de la IL-10, estos
se encuentran muy por debajo de las otras dos citocinas que se midieron, lo cual indica un nivel de
expresion basal muy bajo para este gen. En la Grafica 2 se muestran los niveles de expresion de las

interleucinas.
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Gréfica 2: La transcripcion de las interleucinas al tiempo 0 se encuentra silenciada. En la Grafica se
muestran los valores para las interleucinas IL-1B, TNF-a e IL-10. Los valores son muy cercanos a 0 en este
tiempo debido a que se encuentran sin estimulo.
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Posteriormente a esta medicidn, se realizaron las siguientes cuantificaciones para observar el
comportamiento de las interleucinas a lo largo del tiempo y con los diferentes tratamientos. En la Grafica 3
se observa el comportamiento de estas interleucinas al tiempo 1, la gréfica esta dividida en tres paneles (A-
C) en los que se muestra el comportamiento de las diferentes interleucinas. En el panel A se observa la
grafica de la IL-1B, en la cual la expresion aumentd para los tratamientos de 5 y 10 ug de MVs, dandose
mayor respuesta en este Ultimo, mientras que para el tratamiento de 10 ug de MVs y al que ademas se le
afiadio el inhibidor de LPS (Polimixina B), la respuesta se ve disminuida sin llegar a abatirla por completo.
Los controles de tratamientos, es decir, sin tratamiento (control -) y con LPS (control +), asi como del
inhibidor (LPS con Polimixina B) funcionaron adecuadamente, mostrando valores disminuidos para el
inhibidor del LPS y aumento en el control positivo con LPS puro, por lo cual se obviard su explicacién en
graficas posteriores. En el panel B se muestran los valores de expresién para TNF-a, al igual que para IL-1pB.
Los valores para 5 y 10 ug de MVs aumentaron significativamente y en mayor proporcidon para 10 ug,
mientras que el efecto se ve disminuido al adicionar Polimixina B. Estos resultados indican que las MVs de
M. haemolytica A2 estimulan la transcripcién de citocinas pro-inflamatorias en macréfagos después de 1 hr
de tratamiento. Para el panel C se muestran los valores para IL-10, en esta grafica podemos observar que,
al igual que en el tiempo 0, los niveles para esta citocina son muy bajos. En ninguno de los grupos se
muestra una diferencia significativa comparada con el control sin tratamiento, incluso se puede decir que
los niveles de expresion de esta citocina estan muy por debajo de lo esperado, por lo que se puede concluir
gue bajo estas condiciones, en este tipo celular, las MVs de Mannheimia haemolytica A2 no modifican la

expresion de la citocina antiinflamatoria IL-10 después de 1 hr de tratamiento.

Finalmente, se cuantificdé la expresion de citocinas a las 3 hrs con el protocolo definido
anteriormente. En la Grdafica 4 se muestran los valores para las diferentes interleucinas, en el panel A se
pueden observar los niveles de IL-1B aumentados para los tratamientos de 5 y 10 ug de MVs de M.
haemolytica, siguiendo con el patrén de resultados que se observd al tiempo 1; igualmente es mds evidente
para el grupo con mayor concentracion, este efecto también se ve disminuido al adicionarle a las MVs el
inhibidor de LPS. Cabe mencionar que, comparados con los niveles de expresion mostrados al tiempo 1, los
valores del tiempo 3 se encuentra disminuidos en todos los grupos para esta interleucina, por lo que se
concluye que el mayor efecto para este gen se observa una hora después del tratamiento con MVs. En el
panel B se muestra la grafica para el TNF-a, esta interleucina, al igual que la IL-1B, ve aumentada su

expresion en los tratamientos con las vesiculas de la bacteria, y disminuido de igual manera en el
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tratamiento con Polimixina B, pero a diferencia de la IL-1B, este aumento es mas significativo,

comparandolo con el que se observaba después de 1 hr de tratamiento.
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Grafica 3: La presencia de MVs de M. haemolytica A2 aumenta la transcripcion de citocinas
proinflamatorias IL-1B y TNF-a a 1 hr post-tratamiento. En la grafica se muestran los valores de expresion
relativa para las tres interleucinas probadas, después de 1 hr de tratamiento con MVs de M. haemolytica
A2 a dos concentraciones (5 y 10 pg), asi como sus diferentes controles. Panel A: IL-1B, Panel B: TNF-a,
Panel C: IL-10. ST: Sin tratamiento. LPS: Lipopolisacarido. PB: Polimixina B.
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Panel A: IL-1B 3 hrs Panel B: TNF-a 3 hrs
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Grafica 4: La presencia de MVs de M. haemolytica A2 aumenta la transcripcion de citocinas
proinflamatorias IL-1B y TNF-a, asi como de la citocina antiinflamatoria IL-10 después de 3 hrs post-
tratamiento. En la grafica se muestran los valores de expresion relativa normalizada para las tres
interleucinas, después de 3 hrs de tratamiento con diferentes concentraciones de MVs de M. haemolytica
A2, asi como sus grupos controles. Panel A: IL-1f3, Panel B: TNF-a, Panel C: IL-10. ST: Sin tratamiento. LPS:
Lipopolisacdrido. PB: Polimixina B.
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En el panel C se grafican los valores para IL-10. Para este tiempo, debido a los valores tan bajos de
expresion relativa del gen, no se observa cambio en ninguno de los casos. Por lo cual, se concluye que la

expresion de la IL-10 no se ve afectada por el tratamiento con MVs de M. haemolytica A2.

VIIl.  DISCUSION DE RESULTADOS

Las bacterias Gram-negativas patégenas y no patdgenas tienen la capacidad de secretar estructuras
esféricas que contienen en su interior diversos factores de virulencia que la bacteria libera para ayudarle
entre otras cosas, a la colonizacion en el hospedador y a la destruccidon de su célula blanco. A estas
estructuras liberadas a partir de la membrana externa de la bacteria, que se encuentran en constante
formacidon en cualquier fase de crecimiento de la bacteria, se les conoce como MVs o también son
denominadas Vesiculas de Membrana Externa (VMEs). A lo largo del tiempo se han estudiado vy
caracterizado varios factores de virulencia asociados a estas estructuras en muchos géneros bacterianos,
que causan enfermedades en medicina humana y han sido menos investigadas pero no menos

importantes, en medicina veterinaria. Entre otros géneros se encuentran incluidos: Escherichia coli % %,

36, 90 91, 92 93, 94

Shigella spp. , Neisseria spp. , Bacteroides (incluida Porphyromonas) spp. , Pseudomonas

96, 97 98, 99 100

aeruginosa *’, Helicobacter pylori *°, Vibrio spp. , Salmonella spp. , Brucella melitensis ~,

103 Estudios en

Campylobacter jejuni **, Actinobacillus actinomycetemcomitans ' y Borrelia burgdorferi
estas vesiculas de membrana externa apoyan una funcidn en comun: Las MVs son un medio por el cual las
bacterias interactian con células procariotas y eucariotas en su entorno. Las MVs producidas naturalmente
por bacterias patdgenas pueden contener adhesinas, toxinas y compuestos inmunomoduladores, que
median directamente la unidn bacteriana y la invasidon provocando citotoxicidad, a la vez de que modulan la
respuesta inmune del hospedero, participando en diversos aspectos de la interaccién hospedero-patdgeno.

Por todos estos componentes, las MVs bacterianas son consideradas un potente sistema de

inmunomodulacion.

Recientemente, se describieron varios factores de virulencia asociados a las MVs de Mannheimia
haemolytica A2>3, entre los cuales se encuentran la LKT, el LPS y algunas proteinas de membrana externa de
interés inmunogénico de pesos moleculares de 60, 54 y 45 kDa, ademas de un fragmento de DNA de 23
kpb. Estos factores son muy importantes en la patogenia de la enfermedad en ovinos que son infectados
por cepas patdgenas de la bacteria. Sin embargo las MVs pueden proveer de una ruta alterna de secrecion
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de su contenido, que no necesariamente es mortal para las células del hospedero. Se sabe que muchos de
los factores de virulencia asociados a estas estructuras son PAMPs que pueden ser reconocidos por
receptores que se encuentran anclados a la membrana de la célula del hospedero, entre los cuales se
encuentran los TLRs. Estos son importantes receptores que desencadenan diversas cascadas de
sefializacién y que pueden converger en la activacion del factor de transcripcién NF-kB, que tiene como una
de sus finalidades la activacion de la expresion genes para la produccién de citocinas proinflamatorias. Uno
de los PAMPs mas estudiados es el LPS, que se une al TLR4 y que como ya se menciond, desencadena, entre

muchas otras cosas, la produccién de citocinas como IL-1B, TNF-a e IL-6 por macréfagos. '

Debido a estos antecedentes, en el presente trabajo se investigé el papel que juega el LPS anclado a
MVS de M. haemolytica A2, en la interaccién con TLR4 expresado en macrdéfagos ovinos, considerando que
estas estructuras pueden activar al TLR4 de la misma manera que lo hace el LPS liberado de manera natural
al medio extracelular por la bacteria completa. La estimulacién por MVs llevaria al macréfago a la
produccién de citocinas pro-inflamatorias, que desencadenan una respuesta que sirva como ligando entre
la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Dicha caracteristica le confiriere a las MVs importantes
propiedades, para poder ser utilizadas como agentes vacunales acelulares en la prevencidon contra la

Mannheimiosis Neumonica en México en un futuro.

Reportes previos (Beverige, 1999) % indican que las MVs son estructuras esféricas de tamafios
variables que van de los 50 a los 250 nm de didmetro, tal y como se muestra en la Fig. 2, donde se observa
el tamafio y forma caracteristica de doble membrana o capa de fosfolipidos de las MVs, forma que le es
conferida por su origen de formacion a partir de la membrana externa de las bacterias completas. Gonzalez
en el 2007 >, demostrd previamente la presencia de LPS en las MVs de M. haemolytica A2, hecho que
concuerda con lo que se muestra en la Fig. 3, donde se evidencia que el LPS es un elemento constitutivo de

estas vesiculas.

A lo largo del tiempo y debido a que los macrdéfagos son células muy importantes en el estudio de
diversos efectos in vitro, se ha demostrado que los monocitos humanos pueden ser diferenciados a

105, 106, 107 £y este estudio se

macréfagos mediante estimulos con factores de crecimiento como GM-CSF
demuestra que, los monocitos ovinos pueden ser diferenciados a macréfagos mediante la separacién con
perlas magnéticas utilizando el sistema MiniMacs human CD14, debido a la reaccidn cruzada que existe
entre especies para este receptor. Como se muestra en la Fig. 5, se obtuvo un porcentaje de purificacion
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minimo del 90% en todos nuestros experimentos. Una vez obtenidas las células, éstas se sometieron a
estimulo con GM-CSF por 5 dias en condiciones in vitro, como se muestra en la Fig. 6 y 7 y en la Grafica 1,
donde se observd la expresion de los receptores caracteristicos de macréfagos, los cuales se hacen
presentes en las células después de 5 dias de incubacidon con GM-CSF. Cabe mencionar que debido al poco
acceso que se tiene en México a reactivos especificos para células ovinas, el GM-CSF que se utilizé para
estos experimentos es de origen humano, por lo que este es el primer reporte en el que se logran
diferenciar células ovinas utilizando reactivos de uso humano. Dicho hallazgo es de suma importancia para

futuras investigaciones con células ovinas en nuestro pais.

Basados en reportes previos, que han demostrado que las MVs de algunos géneros bacterianos
pueden ser potentes estimuladores de secrecion de citocinas proinflamatorias y activacién de células de la
respuesta inmune, en este estudio se investigd la posibilidad de que el LPS de las MVs de M. haemolytica
A2 pueda estimular al receptor TLR4 de los macréfagos ovinos. Demostrando asi, que las MVs de M.
haemolytica A2, son capaces de estimular la produccién de IL-1B en macréfagos, observandose su mayor
efecto después de 1 hr de tratamiento y a una concentracidn de 10 ug de proteina total (Grafica 3; Panel

1% quien demostré que la citocina IL-1B se

A). Estos datos concuerdan con los encontrados por Ellis en 2010
aumenta en la linea celular RAW-264.7 que corresponden a macrofagos de raton, después de que son
estimulados con MVs de Pseudomonas aeuroginosa por 3 hrs, aunado a esto el autor confirma que la
respuesta dada por MVs es alin mayor que cuando se da tratamiento con LPS puro. Mientras que en el
2013 Zhao '® demostré que las MVs de la misma bacteria estimulan la produccién de esta citocina en las
lineas celulares A549 y MLE-12 (Células epiteliales de pulmdn humano y ratén respectivamente) con una
maxima expresion a las 24 hrs post-tratamiento. Por otra parte Lee y colaboradores demostraron en 2013

que células HEp-2 (células humanas epiteliales de laringe) aumentan la transcripcidn de IL-18 al ser tratadas

con MVs de Klebsiella pneumoniae a diferentes tiempos (0, 1, 5, 20 hrs).

Para la citocina pro-inflamatoria TNF-a se demostrd, que las MVs también aumentan la

transcripcién de su gen pero, al contrario de IL-1B, esta mostré su mdaxima expresiéon a las 3 hrs de

110

tratamiento (Grafica 4; Panel B); estos datos concuerdan con los de Alaniz en el 2007 ~ que evidencia que

MVs de Salmonella typhimurium aumentan la expresion de TNF-a en la linea celular 1774 (Macroéfagos

murinos) después de 4 hrs de tratamiento. Al igual que con los de Ellis en 2010 '*®

qgue demuestran el
mismo efecto para esta citocina proinflamatoria en macréfagos de ratén a las 3 hrs de tratamiento con MVs
de Pseudomonas aeuroginosa. Todos estos datos confirman la respuesta proinflamatoria contra MVs que
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también se ha observado para otros patégenos Gram-negativos. Hasta ahora, nuestros datos sugieren que
el LPS contenido en las MVs de M. haemolytica A2 puede ser un potente estimulador de produccién de
citocinas proinflamatorias en macréfagos y este efecto es dependiente del tiempo de incubacion vy la

concentracion de MVs.

Por otra parte, se analizé la respuesta de una citocina antiinflamatoria como la IL-10, para observar
si existia un efecto compensador de la respuesta proinflamatoria ocasionada por las MVs, ya que se sabe
gue la IL-10 es un potente inhibidor de produccion de IL-1B, TNF-a e IL-6, entre otras citocinas, ademas de

que inhibe la expresién de antigenos de MHC clase II. '

Sin embargo, los resultados demuestran que la
expresion de IL-10 no se ve afectada por las MVs en macréfagos en ninguno de los casos. Con este
resultado, sugerimos que las MVs de M. haemolytica A2, no modifican de manera efectiva la expresion de
la citocina antiinflamatoria IL-10 a estos tiempos de incubacién, aunque no se descarta que a tiempos mas
prolongados se pueda observar algun cambio en la expresién de la misma. El efecto compensatorio de esta

citocina efectora, regularia el aumento en la transcripcién de genes de citocinas proinflamatorias y

modularia la respuesta contra las vesiculas de membrana.

Después de observar que las MVs de M. haemolytica A2, pueden aumentar la transcripciéon de
genes de citocinas proinflamatorias (IL-1B y TNF-a), se averigué si este efecto era exclusivamente
provocado por el LPS, ya que se sabe que las MVs contienen una gran variedad de PAMPs que pudieran
estar estimulando a diferentes receptores de las células. ** Por lo cual se utilizé un inhibidor especifico para
Lipido A, componente estructural del LPS, que actuaria por competencia por el sitio de unién a TLR4,
interfiriendo con la cascada de sefalizacidn y abatiendo la respuesta provocada por las MVs. Este inhibidor
especifico fue la Polimixina B (PB), que se utilizé a dosis de 0.4 mg/ml, valor que fue estandarizado en
experimentos previos no mostrados. Como control del efecto inhibidor de la Polimixina B, se agregd un

ultimo grupo que fue tratado con LPS con PB a la misma dosis.

Los resultados de este experimento, demuestran que al agregar la misma cantidad de MVs (10 ug
de proteina total) mas el inhibidor, el efecto de aumento en la produccién de citocinas proinflamatorias se
ve disminuido en todos los casos, aunque nunca abatido por completo. Estos resultados también
concuerdan con los de Ellis en 2010 *® donde igualmente se demuestra que al utilizar a la Polimixina B
como inhibidor para la via del TLR4-LPS se disminuye la respuesta proinflamatoria contra MVs de
Pseudomonas aeruginosa. En resumen, estos resultados evidencian que el LPS anclado en la membrana de
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las MVs, esta siendo especificamente detectado via TLR4, desencadenando efectos bioldgicos rio abajo que
se muestran como un incremento en la transcripcién de citocinas pro-inflamatorias que pudieran fungir
como quimiocinas, frente a otras células en condiciones in vivo, modulando asi la respuesta inmune innata
contra estas estructuras. Sin embargo, es importante mencionar que debido a que en ninguno de los casos
en los que se utilizé el inhibidor el efecto fue 100% abatido, se sugiere que puedan existir otros
mecanismos de activacion de este fendmeno. Recordemos, que las MVs contienen otros antigenos los
cuales que pudieran estar actuando como PAMPS para otros TLRs presentes en los macréfagos o diferentes

receptores no determinados en este estudio.

Gonzalez y col. en el 2010 *?, utilizaron las MVs de M. haemolytica A2 como un agente vacunal para
inmunizar ovinos y posteriormente desafiarlos con la cepa patégena de la bacteria. En ese trabajo, se
observaron altos titulos de inmunoglobulinas IgG en sangre e IgA en mucosas, cuando los animales fueron
inmunizados via intranasal 15 dias antes del desafio, conjuntamente los ovinos fueron capaces de combatir
la infeccidn sin presentar lesiones pulmonares. Ademads, existen actualmente vacunas elaboradas a partir
de MVs de Neisseria meningitidis Serogrupo B (MenB), que han mostrado una alta efectividad en la
vacunacion de personas adultas y jévenes, en donde la cepa utilizada en la vacuna fue la misma que la cepa
circulante. *® Por otra parte, en un estudio realizado en ratones knockout-TLR4 expuestos a un alergeno,
estos presentaron reduccion de la respuesta inflamatoria en vias aéreas, acompanado por una disminucion

12 por |o tanto, el TLR4 es requerido para la induccién de una Gptima respuesta a un

en la respuesta Th2.
antigeno o fuentes no patdgenas, sugiriendo un importante papel de los ligandos de TLRs, tales como el LPS
derivado de bacterias comensales o ligandos enddgenos, asociados a la maduracidn del sistema inmune
innato antes de la exposicion a un patdgeno. Estas investigaciones demuestran que, los TLRs son cruciales,
no solo en fase temprana de la infeccién cuando la respuesta innata es importante, sino en la interaccion

con la respuesta adaptativa a lo largo del curso entero de la respuesta de defensa del hospedero.

Por estos antecedentes y tomando como base la importancia de los TLRs en la respuesta inmune
innata, que invariablemente estan ligados a la respuesta inmune adaptativa por multiples factores como
citocinas efectoras, quimiocinas y células presentadoras de antigenos como los macréfagos, encargados de
activar linfocitos B a través del MHC Il, desencadenando asi, una amplia respuesta que converge en la
produccién de anticuerpos que combaten la infeccidn por el patdgeno por el cual fue activada la respuesta,
las MVs de M. haemolytica A2 son una futura opcidn para ser utilizadas como agentes vacunales acelulares
en la lucha para la prevencidon y control de la enfermedad en las producciones ovinas en México. Aunado al
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hecho, de que hasta el momento el mercado de vacunas comerciales elaboradas especificamente para
ganado ovino es limitado, utilizandose en la mayoria de los casos, inmundgenos dirigidos a bovinos, los

cuales el veterinario adecua para la profilaxis en su unidad de produccidn ovina.

IX. CONCLUSIONES

e Se estandarizé una técnica de diferenciacién in vitro de macrdéfagos ovinos a partir de

monocitos sanguineos mediante el sistema MiniMacs human CD14.

e El LPS anclado a las MVs de M. haemolytica A2, es un potente estimulador de citocinas
proinflamatorias (IL-1B y TNF-a) en macréfagos ovinos.

® La respuesta de citocinas proinflamatorias (IL-1B y TNF-a) en macréfagos, es dependiente del
tiempo y de la dosis de MVs de Mannhemia haemolytica A2 utilizada en el tratamiento de

éstos.

® Se confirmd que el aumento en la transcripcidn de genes para citocinas proinflamatorias (IL-13

y TNF-a) en macrdfagos esta mediada especificamente por la via de sefializacién LPS/MVs-TLR4.

® Las MVs de M. haemolytica A2 no modifican la expresidon de la citocina antiinflamatoria IL-10 en

ninguno de las concentraciones y tiempos.
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