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RESUMEN 
ARANDAY CORTÉS, ELlHÚ. Expresión Diferencial de la Molécula de Señalización de Activación 
de Linfocitos (SLAM) en Macrófagos Bovinos Infectados con Mycobacterium bovis. (Bajo la 
dirección del MVZ .. José Angel Gutiérrez Pabello y el MVZ. Antonio Javier Vallecillo Maza) 

Al considerar la tuberculosis bovina como un problema de salud pública y causa de pérdidas 
millonarias en la agroindustria de muchos países como México, se hace necesaria la generación 
de conocimiento sobre los mecanismos de resistencia natural en contra de Mycobacterium bovis. 
Las citocinas caracterlsticas de una respuesta T H1 son esenciales para la defensa en contra de 
patógenos intracelulares, incluyendo micobacterias. La molécula de señalización de activación de 
linfocitos (SLAM, CD150) es una protelna transmembranal que promueve la proliferación de 
células T y la producción de INF-y. El objetivo de este trabajo fue cuantificar la expresión de SLAM 
en macrófagos de origen bovino, infectados con M. bovis mediante RT-PCR en tiempo real. De 6 
donadores, Bos taurus previamente identificados como animales susceptibles (3) y resistentes (3) 
a parásitos intracelulares, se aislaron monocitos, los cuales fueron infectados con dos cepas de M. 
bovis (9926 Y BCG) a una MOl de 10: 1 y estimulados con partículas de látex para evaluar tres 
tiempos post-infección (O h, 8 h Y 16 h). A partir del total de ARN de estas células se sintetizó el 
ADNc que fue utilizado en el PCR en tiempo real en el que sé utilizó SYBR Green I como sistema 
de detección. La cuantificación de SLAM se realizó mediante el método de cuantificación relativa 
(2t.t.cr ) usando ADNc de células no infectadas como calibrador y G3PDH como normalizador. M. 
bovis indujo la expresión de SLAM en macrófagos bovinos siendo ésta dependiente del individuo, 
de la virulencia del patógeno y del tiempo post-infección, además la expresión de SLAM en 
animales identificados como resistentes a parásitos intracelulares fue mayor en comparación con 
los animales identificados como susceptibles lo que sugiere que SLAM puede estar involucrada en 
la capacidad del individuo para montar una mejor respuesta inmune celular contra M. bovis. 



1.0 Introducción

Hace 123 años, el alemán Robert Albert Koch describía ante la Sociedad Médica de Berlín los

experimentos que 'realizó siguiendo los postulados de Henle que lo llevaron a identificar al bacilo

causante de la tuberculosis . Evento que no solamente fue de gran importancia médica sino que

también originó enorme interés en el público en general, ya que en esos tiempos casi un tercio de

la mortalidad en adultos del mundo occidental era causada por la tuberculosis.'

En la actualidad según datos de la Organización Mundial de la Salud, la tuberculosis es una de las

enfermedades más importantes en el ámbito mundial, ya que es la principal causa de muerte por

agente infeccioso, con aproximadamente 2 millones de personas cada año. Cerca de un tercio de

la población mundial (6 mil 500 millones) está infectada con el bacilo tuberculoso y cada año

alrededor 10 millones de personas en el mundo desarrollan la enfermedad 2.3 con lo que se ha

estimado que mil millones de personas podrían infectarse en los próximos 50 años, 200 millones

padecerían la enfermedad siendo mortal para 70 millones de ellas.2, 4

Por otra parte, durante el Congreso Británico de Tuberculosis en 1901 5 Y en el cuarto Congreso

Mundial de Tuberculosis en 1908, Koch proponía que el bacilo causante de la tuberculosis humana

era distinto al causante de la tuberculosis bovina y por lo tanto la infección en humanos no podía

ser transmitida por estos animales, considerando innecesario tomar medidas en contra de este tipo

de tuberculosis." Después de numerosos debates cienttñcos, los veterinarios M'Fadyean, Ravanel y

Bang comenzaron a dudar de las enseñanzas de Koch con relación a la transmisibilidad de la

enfermedad del bovino al humano y concluyeron que la tuberculosis bovina era un riesgo para la

salud humana, tomando en cuenta a la leche como principal vector de transmisión de algunas

formas de tuberculosis humana."

Mientras la mayoría de las infecciones en humanos son causadas por M. tuberculosis, de los 2

millones aproximados de personas que mueren anualmente por esta enfermedad se estima que

del 4 al 8% de los casos son causados por M. bovis .6 Sin embargo pocos son los estudios que

puedan asegurar la prevalencia de M. bovis en humanos infectados, debido a que los medios

utilizados en el diagnóstico de la tuberculosis aplicados en humanos, favorecen el crecimiento de

M. tuberculosis y no permiten determinar con precisión el tipo de micobacteria involucrada en una
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infección dada.55 Además, los rasgos cllnicos. radiológicos y patológicos que provoca M.

tuberculosis son indistinguibles de los que causa M. bovis.'

Por mucho tiempo se ha sugerido que el riesgo de infección en humanos con M. bovis en México

proviene de la leche no pasteurizada ," ya que eI41.3% de la leche producida en este país no pasa

por una planta pasteurízadora." Sin embargo existe la controversia de que el consumo de leche no

pasteurizada sea la principal causa de infección, debido a que la tuberculos is en bovinos se

presenta principalmente en nódulos linfáticos del tracto respiratorio y pulmones, y solo un 1% de

las vacas infectadas secreta el bacilo en su leche.5 Por lo que la infección de animales a humanos

ocurre también por la inhalación de aerosoles que contengan el bacilo."

1.1 Tuberculosis Bovina

La tuberculosis es causada por diferentes especies de micobacterias que forman parte del

complejo tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis, M. canettii, M. africanum, M. microti y M.

bovis,l1 este último es el causante de la tuberculosis bovina; una enfermedad infecto-transmisible,

de curso crónico y progresivo que afecta a los animales y al hombre, por lo que se considera una

zoonosis. Se caracteriza por la formación de lesiones granulomatosas en diversos órganos,

mermando as! la condición f1sica y productiva del animal enfermo."

La patogenia de la infección ocurre en condiciones similares tanto en el hombre como en el bovino,

comenzando con la entrada de la bacteria a los pulmones por vía aerógena y la posterior

fagocitosis por los macrófagos alveolares que son considerados la primera Ifnea de defensa ante el

microorganismo. Sin embargo el papel del macrófago en la tuberculosis es un intrigante dilema, por

un lado es la célula en la cual la micobacteria puede sobrevivir, multiplicarse y

dl . 5671213 14 . .isemmarse, ' .. . . y por el otro se convierte una célula clave para el control y destrucción de

este patógeno.12. 13. 15. 16. 17

El macrófago cumple con varias funciones tanto en la inmunidad inespec!fica como en la adquirida,

destacándose: la fagocitosis y subsiguiente degradación de material extraño , células apoptóticas,

microorganismos y células neoplásicas; la secreción de citocinas, quimocinas y otros mediadores

solubles, as! como la presentación de antlgenos a los linfocitos T.1a
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Para llevar a cabo estas funciones el macrófago esta equipado con una amplia gama de receptores

que determinan el control de funciones tales como: crecimiento, migración , reconocim iento,

endocitosis, activación, diferenciación y secreci ón." actividades todas ellas importantes en el papel

que desempeña en una respuesta inmune, ya que el macrófago puede actuar como una de las

primeras células que responden en contra de microorgan ismos invasores, como micobacterias ,

antes de que una respuesta inmune especifica sea montada por medio de linfocitos T. Si a pesar

de los mecanismos innatos de defensa del macrófago , la micobacteria llega a establecerse dentro

de éste y empieza a secretar antlgenos, estos son presentados a los linfocitos T. Los macrófagos,

después de procesar y presentar un antígeno, ayudan a iniciar una respuesta inmune adquirida a

través de los linfocitos T. Esta interacción entre el macrófago infectado con la micobacteria y el

linfocito, en especial CD4+, es uno de los eslabones más importantes en la respuesta inmune en

contra de rnlcobacterías." asistido por linfocitos T CD8+, linfocitos T y~TCR+ y linfocitos T a~

dobles negativos restringidos a CD1.13
• 20

Sin embargo, las especies patógenas de micobacterias son parásitos intracelulares que sobreviven

al hábitat hostil del macrótaqo." Estos microorganismos tienen algunos factores de virulencia

conocidos para salvaguardarse del macrófago, entre los que están : evadir los mecanismos de

eliminación , como la unión del fagosoma con los Iisosomas e interferir con la formación de

radicales reactivos del oxigeno e intermediarios de nítróqeno." evitar el reconocimiento de

macrófagos infectados por linfocitos T CD4+, esto lo logran al inhibir el procesamiento y

presentación de sus antlgenos sobre Moléculas de Histocompatibilidad clase 11 (moléculas MHC

clase 11), además de modular la apoptosís." Gracias a esto, la micobacteria sobrevive y se

multiplica dentro del macrófago.

La capacidad que tenga el sistema inmunológico del individuo para resolver o controlar la infección,

le confiere a éste una resistencia natural en contra de la enfermedad y por lo tanto sobrevivir a la

misma. En este sentido se ha descrito la participac ión de las células T, en especial el papel que

tienen los linfocitos T CD4+ y su secreción de citocinas caracterlsticas de una respuesta de

linfocitos T cooperadores 1 (TH1); donde el interferón gamma (INF-y) juega un papel importante en
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contra de la tuberculosis, ya que in vitre se ha demostrado que el control de M. bovis y M.

tuberculosis está mediado por macrófagos que han sido activados por ésta citocina. 14,15,17,20,23

El INF-y que es secretado principalmente por linfocitos T activados y células asesinas naturales

(NK), promueve la activación de macrófagos, media la inmunidad en contra de virus y bacterias,

aumenta la presentación de antlgenos, coordina la interacción entre el endotelio y los linfocitos ,

regula el equilibrio entre L TH1 Y L TH2, controla la proliferación celular y la apoptosis . Es el más

importante de los activado res de macrófagos, de hecho, fue considerado durante mucho tiempo

como el factor activador de macrófagos (MAF).25

Los mecanismos para el control de patógenos intracelulares como: la producción de óxido nítrico

(NO), radicales reactivos del oxígen023, 25 y la sobre expresión de moléculas MHC 11 en el

macrcraqc" dependen de INF_y.25 Por esto no es sorpresivo que ratones deficientes en la

producción de INF-y o en sus receptores , sean sumamente susceptibles a la infección de bacterias

intracelulares como M. bovis.":23, 25

1.2 Molécula de Señalización de Activación de Linfocitos (SLAM) o CD150

La activación de células T y su sucesiva expansión requiere además de la participación del TCR,

de la intervención de señales co-estimuladoras que provienen de moléculas accesorias con el fin

de regular o modular algunas funciones en su activación , como el nivel y patrón de citocinas

producido. Una de estas moléculas accesorias es SLAM,26 cuyas principales funciones son la

proliferación de células T, producción de INF-y por clonas TH1 Y otras involucradas en la

inmunomodulación.V' 28 Esta glicoprote ína transmembranal de 70 kDa, perteneciente a la

súperfamilia de Inmunoglobulinas (Ig) y antes considerada parte de la subfamilia CD2,27 hoy en día

es considerada una familia independiente de receptores inmunológicos que tienen la habilidad de

regular la función de algunas células del sistema ínrnunotóqíco."

SLAM es expresada en diferentes poblaciones de leucocitos, estas incluyen: linfocitos T de

memoria, diferencialmente en linfocitos TH1 YTH2, timocitos inmaduros, una proporción de linfocitos

B, células Tyl5, basófilos,26, 27, 29 células dendríticas,30, 31 además de que rápidamente es inducida

en células T después su actívaclón," células NK activadas y macrófagos. 32,33
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La familia SLAM cuenta con seis miembros llamados: SLAM (CD150), 2B4 (CD244), CD84, Ly-9,

NTB-A o Ly-108 y un receptor con actividad cítotóxica (CRACC o 19A), todos ellos con una

organización similar de tres segmentos: extracelular, transmembranal y citoplasmático. (Figura 1)

El segmento extracelular esta formado de 2 o 4 dominios similares a las 19 por los que interactúa

con Iigandos especificos . En el caso de SLAM, CD84 y CRACC se pueden ligar a un receptor igual

localizado en otra célula.29 También por este segmento SLAM es un receptor especifico para el

virus de sarampión en humanos, y otros morbilivirus como son el virus del distemper canino y

rinderpest bovlno." El segmento citoplasmático presenta varios aminoácidos de tirosina que sirven

como sitios activos para proteínas citoplasmáticas de señalización intracelular asociadas a SLAM

(SAP) en el caso de linfocitos T y a su homólogo EWS/FLl1 trascripto activado 2 (EAT-2) en el

caso de macrófagos.29
, 35, 36 Aunque la función precisa de EAT-2 en macrófagos es desconocida,

se sospecha que sustituya funcionalmente a SAP en estas células.": 38

Una mutación de SAP es causante de la enfermedad linfoproliferativa ligada al cromosoma X (XLP)

en humanos, también conocida como Sindrome de Purtilo o Enfermedad de Duncan, que es una

disfunción inmunológica caracterizada por una inaproplada respuesta a la infección por el virus

Epstein-Barr (EBV) provocando: mononucleosis, necrosis de higado, disgammaglobulinemia y

desordenes Iinfoproliferativos severos como linfomas de Burkitt. Todo esto causado por una

acumulación de linfocitos reactivos a EBV debido a una anormalidad en la respuesta de células T y

NK.
35

De ésta manera se deduce que SLAM puede es de gran importancia para que se lleve una

respuesta inmune apropiada y que SAP puede actuar como un regulador negativo de sus

funciones.
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Ligando. SLAM CO<18 ? C084 ? CRACC I
¡ ! 1

SLAM 2B4 ~lTB·A C084

~ : TIYXXV/ImOlivo

l!l :TVYxxVIlnotivo

Célula
portadora

T NK NK
B T T
OC Baso B
Macro

T T
B B
oc
Macro

NK
T
B
OC

Figura 1. Representación esquemática de los miembros de la familia SLAM. Se muestra la localización de los motivos

de tirosina en el segmento citoplasmático. Los motivos TIYxxVII y TVYxxV/1 son las secuencias de unión con SAP

(circulos y cuadrados respectivamente) . Se indican los Iigandos conocidos (arriba) y las células portadoras (abajo). B:

linfocito B, Baso: basófilo, Macro: macrófago, NK: célula NK, T: linfocitos T, OC: células dendríticas, V: dominio tipo Ig

variable, C2: dominio tipo Ig constante 2. (Modificado de Veillet A, and Latour S. Currt Opin Immunol 2003; 15:277)
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1.2.1 Funciones de 5LAM o CD150

SLAM desempeña un papel importante dentro de la sinapsis inmunológica al cumplir funciones de

adhesión y señalización entre la célula T y la célula presentadora de antigenos (APC). De éstas,

las más investigadas son las que tienen que ver con la co-estimulación sobre células T y su

proliferación, as! como con el control en la producción de INF_y.26,27,28,29, 33, 36 (Figura 2)

Modulación de IFN-y
Proliferación de LT

Figura 2. Modelo que muestra la participación de SLAM en la sinapsis inmunológica y el efecto de la señalización de

SLAM en la activación de linfocitos T. (Modificado de Veillet A, and Latour S. Currt Opin Immunol 2003; 15:277)

CD150 ha sido estudiado en el modelo humano y murino donde ha mostrado que posee diversas

funciones, estas incluyen: co-estimu lación de células T y 8,26 aumento en la producción de INF-y

por células T,27 redirección de clonas TH2 a los fenotipos TH1 o THO, alteración en la susceptibilidad

de células 8 a la apoptosis inducida por Fas,36 regulación en la citotox icidad de células T,32 control

en la liberación de citocinas proinflamatorias por células dendrlticas30
, 31 y producción de IL-6, IL­

12, TNF-a y NO en rnacrótaqos."

La transducción de la señal en las células del sistema inmune es una interacción entre proteinas

de la superficie celular , que convierten un estimulo en la activación de genes para dar una

respuesta. La forma por la que SLAM controla las señales de activación celular , es por medio de

SAP en linfocitos y EAT-2 en APC, ambas esenciales para regular la fosforilación de tirosina en su
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segmento lntraceíular." Estudios en humanos con XLP y en ratones deficientes de SAP (ratones

SAP"') han demostrado el papel de éste en la regulación de las funciones de SLAM. Los linfocitos

T de ratones SAP'" tienen un incremento en la producción de INF-y en respuesta a la estimulación

de su TCR por un antlgeno, además muestran una disminuida respuesta TH2 (que normalmente

resulta en la producción de IL-4, IL-10 e IL-13) después de una infección con Leishmania major.
36

Por otro lado, ratones deficientes en SLAM (ratones SLAM .,-) son evidencia de que esta protefna

es necesaria para el buen funcionamiento de los macrófagos, ya que en un estudio se observó,

una disminución en la producción de IL-12, TNF-a y NO Y un aumento en la producción de IL-6 en

los macrófagos SLAM -,- cuando fueron estimulados con Iipopolisacarido (LPS) y al ser infectados

ratones C57BU6 SLAM -/. con L. major sus macrófagos perdieron la habilidad de sobrevivir a la

infección debido a los reducidos niveles de IL-12, TNF-a y NO.33

Aunque las funciones de SLAM han sido descubiertas en modelos diferentes al de bovino, cabe

destacar que hay una zona conservada en la secuencia de aminoácidos criticos en el dominio

intracitoplasmático del humano, el ratón 39 y el bovino. (Figura 3) Lo que hace suponer que las

funciones descritas, pudieran darse también en el caso del bovino.

,.....", ---, 3O1
SLAM Murino KS KSGPQEKKLH DALTDQDPCT TIYVAATEPA
SLAM Bovino KS TSGSVQKKPD PLPA.QDPCT TIYVAATEPV
SLAM Humano KS KPGPLQKKLD SFPA.QDPCT TIYVAATESV

351
PESVQEPNPT TVYASVTLPES
PEPIQESGSF TVYASVTLPES
PESVQETNSI TVYASVTLPES

Figura 3 Representación esquemática de los aminoácidos críticos en el segmento citoplasmáticode CD15D bovino y su

alineación con las secuencias de CD15D del ratón y el hombre. El cuadro gris encierra los motivos de unión altamente

especlficoscon SAP (TIYxxV) mientras que el motivo TVYxxV (negrillas)es un sitio débil de unión tambiéncon SAPo

Tomando en cuenta la participación que tiene SLAM para regular la función de algunos tipos

celulares y que la inmunidad a patógenos intracelulares, como las micobacterias, requiere de la

producción de INF-y para la activación de los monocitos y los macrófagos, de tal forma que

aumenten los mecanismos necesarios para la eliminación de los microorganismos fagocitados; la

producción de esta proteina por el macrófago es de gran importancia, ya que podria regular su

activación y contribuir a la resistencia en contra de la micobacteria.
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2.0 Antecedentes

En el año de 1995, Benjamrn G. Cocks reporta un receptor, denominado SLAM, involucrado en la

activación de células T en humanos. Sin embargo, los métodos de identificación empleados en sus

experimentos, no d~tectaron esta proteína en macrófagos. 26

Cuatro años después, en 1999, Gutiérrez-Pabello encuentra evidencia de la existencia de SLAM

en poblaciones celulares altamente enriquecidas con macrófagos bovinos 40 y para el 2001,

Tatsuo, et al. reportan la secuencia de SLAM a partir del total de ARN proveniente de células

mononucleares de sangre periférica de bovino, 34 abriendo asl la puerta a la investigación de esta

molécula en poblaciones celulares de este animal. Ese mismo año, Garcra el. al. investiga la

expresión y regulación de SLAM en humanos infectados con M. leprae y su relación con una

respuesta TH1.
49 En el 2004, el mismo grupo estudia la influencia de la expresión de SAP en la

producción de INF-y en la infección de M. tuoercutosis"

Los trabajos realizados por Garcra, en donde se asocia la sobre expresión de SLAM con los

individuos que tiene una mejor respuesta y control en contra de M. leprae y M. bovis , 41,42 hacen

pensar que existe una relación entre la expresión de esta proteína con la resistencia natural a

parásitos intracelulares.

En otro sentido, en 2003, Vallecillo identifica bovinos resistentes y susceptibles a parásitos

intracelulares, específicamente M. bovis, mediante el ensayo bactericida, 43 mismos que fueron

utilizados en el presente trabajo.

3.0 Justificación

Como ya se ha explicado, la tuberculosis bovina no solo es un riesgo para la salud pública, sino

también causa, directa e indirectamente, grandes pérdidas económicas en la agroindustria de

algunos países. En México, la tuberculosis bovina es trascendental porque representa una barrera

no arancelaria para la libre comercialización de animales y productos derivados exportados a otros

países. Cada año México exporta a los Estados Unidos entre ochocientas mil y un millón

trescientas mil cabezas de ganado bovino, lo que significa un ingreso de alrededor de 450 millones

de dólares a los productores nacionales de ganado. 10,44 Cuando un animal infectado es detectado,

se toman medidas que limitan el paso de animales provenientes de México. Esto trae como
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consecuencia descontrol en el mercado interno y disminución de los precios; y no menos

importante, es la disminución de los parámetros productivos, muerte de los animales, desecho

prematuro y decomisos de animales infectados. Los estados interesados en continuar exportando

bovinos, deben establecer regiones de baja prevalencia, menor al 0.5%, a fin de mejorar las

posibilidades de exportación .

Considerando que para elevar la producción y mejorar la calidad sanitaria de los productos de

origen animal, as! como mantener e incrementar la exportación de ganado bovino en pie hacia

otros países y permitir a la ganadería nacional desarrollarse en mejores condiciones sanitarias, se

hace necesaria la generación de conocimiento sobre los mecanismos de resistencia natural a

patógenos de importancia en salud veterinaria como es el caso de M. bovis.

Con este trabajo se pretende contribuir al mejor entendimiento de la respuesta inmune que se

monta en contra de este patógeno. Esto, como una de las estrategias para conseguir en un futuro

el perfeccionamiento o creación de métodos de diagnóstico y vacunas en contra de la tuberculosis,

as! como también considerar la capacidad del animal en controlar con eficiencia una infección en la

selección de las especies domésticas , lo que en su conjunto nos conducirá al control y erradicación

de esta enfermedad.

4.0 Hipótesis

La infección por Mycobacterium bovis, induce la expresión diferencial de SLAM en macrófagos de

bovino; siendo ésta dependiente de cada individuo.

5.0 Objetivos

Cuantificar la expresión de SLAM en macrófagos de origen bovino, infectados con Mycobacterium

bovis .
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6.0 Materiales y Métodos

6.1 Microorganismos

Para llevar a cabo las infecciones se utilizó la cepa patógena M. bovis 9926, la cual se aisló de

tejido pulmonar con lesiones sugestivas a tuberculos is de un animal procedente de Acatic, Jalisco ,

sacrificado en septiembre de 1998, así como la cepa apatógena M. bovis BCG tipo Danesa. Ambas

cepas se sembraron en placas de agar Middlebrook 7H11 (Bacto" Mycobacteria 7H11 agar, Difco

Laboratorios, Detroit MI USA) enriquec ido con 10% de ácido oléico, cata lasa y dextrosa (BBLTM

Middlebrook OADC Enrichment, Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD USA) Y se

incubaron a 37 oC.

6.2 Preparación del lnéculo

De las cajas de agar, se tomaron 5 colonias y se sembraron en 30 mi de caldo Middlebrook 7H9

(BBL~ Middlebrook 7H9 Broth base, Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville . MD

USA) con 10% de OADC y 0.5 gIL de Tween 80 (Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA)

incubándose por un periodo de 8 días a 37°C en agitación orbital. Al final de la incubación , cada

cultivo bacteriano fue transferido a un matraz con 270 mi de medio fresco para incubarlo en las

mismas condiciones. De cada una de las cepas de M. bovis se realizó, previamente, una cinética

de crecimiento bacteriano para establecer el día en el cual se alcanzaría la fase loqarltrnica."

Cuando los cultivos de cada una de las dos cepas seleccionadas alcanzaron el período establecido

para su cosecha, se centrifugó el cultivo bacteriano a 2500 x g por 15 min a temperatura ambiente

y se eliminó el sobrenadante. La pastilla sé suspendió dos veces en PBS (cloruro de sodio 1.5mM,

fosfato de sodio monobásico 9.1 mM, fosfato de sodio dibásico 1.25 mM) y se centrifugó en las

condiciones antes descritas por 10 mino Después de retirado el sobrenadante, sé suspendió en

medio Roswell Park Memoriallnstitute (RPMI Medium 1640 Invitrogen™ Corporation Grand Island,

NY USA) complementado (aminoácidos esencia les 0.1mM, piruvato de sodio 1mM, L-glutamina

2mM y bicarbonato de sodio NaHC0320mM) mas 15% de suero fetal bovino(Glbco" Invitrogen

. Corporation Grand Island NY USA) Para dispersar los agregados bacterianos, se pasó dos veces

la suspensión de bacterias con una jeringa a través de una aguja 27G x 13 mm. La suspensión

obtenida se transfirió en cant idades de 1 mi a tubos con capacidad de 1.5 mi, se guardaron por 12
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h a -20°C y posteriormente el lote de inóculos se almacenó a -SO"C hasta su uso. Para determinar

la concentración de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), de cada cepa se descongeló un

tubo por incubación a 37°C y se le realizaron una serie de diluciones décuples seriadas de la

suspensión bacteriana sembrándose por triplicado 100 IJI de ésta en placas de agar Middlebrook

7H11 enriquecido con 10% de OADC. Las placas se incubaron de tres a cuatro semanas a 37 "C.

La cantidad de UFC se obtuvo por mi, aplicando la siguiente ecuación:

(UFC)(FD)(10) =bacterias/mI

en donde: UFC = unidades formadoras de colonias y FD = factor de dilución

6.3 Macrófagos bovinos

Se obtuvieron macrófagos derivados de monocitos, a partir de sangre venosa periférica bovina con

ácido cltrico-dextrosa (ACD) (citrato trisódico 75 mM, ácido citrico 41.6 mM y glucosa 135 mM; pH

5.0) de 6 donadores, Bos taurus, clínicamente sanos, PPD negativos, en etapa productiva y

previamente identificados como animales susceptibles (3) y resistentes (3) a parásitos

intracelulares." La células fueron aisladas por centrifugación usando un gradiente de Percol!

(Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia) y fueron cultivadas en matraces de teflón de acuerdo a

la técnica descrita anteriormente.42
.45 Las muestras se obtuvieron de animales pertenecientes al

Centro de Enseñanza Práctica e Investigación en Producción y Salud Animal (CEPIPSA) de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

6.4 Infección de macrófagos

Después de trece dias de maduración de los macrófagos, se infectaron 2 x 106 macrófagos con M.

bovis usando una multiplicidad de Infección (MOl) de 10:1. Posteriormente los matraces

conteniendo a las células, se centrifugaron a 200 x g por 10 min e incubaron a 3rC con 5% CO2

por 4 h. Después de que transcurriera el tiempo necesario para la fagocitosis, las células se

lavaron con PBS para remover las bacterias extracelulares (éste momento se consideró el tiempo

cero) y se incubaron nuevamente durante S y 16 horas utilizando las mismas condiciones. Se

utilizaron como controles, macrófagos sin infectar, así como macrófagos estimulados con

particulas de látex (Sigma-Aldrich CO: S1. Louis MO USA 1.1 IJm) para poder descartar la

expresión del gen como consecuencia de la fagocitosis. Estos macrófagos fueron tratados de la
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misma manera para poder mantener comparaciones válidas. 46 La obtención y la infección de los

macrófagos se realizaron por duplicado.

6.5 Extracción total de ARN

ARN total fue aislado de macrófagos no infectados, estimulados con perlas de látex e infectados

(Mal 10:1) después de las O, 8 Y 16 h post-infección . El aislamiento de ARN se realizó con el

reactivo Trípure" (Roche Diagnnost ics Corporation Indianápolis, IN USA) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Todas las muestras fueron tratadas con DNasa (QIAGENQ!) Valencia,

CA USA) Y purificadas mediante columna (QIAGENQ!) Valencia, CA USA) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se comprobó la integridad del ARN mediante gel de agarosa (Gibco

BRL Life Technologies Grand Island NY USA) al 1% Yse cuantificó por espectrofotometria en agua

libre de nucleasas (Gibco BRL Life Technologies Grand Island NY USA) a una densidad óptica a

260 nm.

6.6 Síntesis de ADN complementario

El ADN complementario (ADNc), fue sintetizado usando 4 U de enzima transcriptasa reversa

Ornniscript" (QIAGENQ!) Valencia, CA USA) en un volumen final de 20 ~I conteniendo Buffer RT

(tx), mezcla de dNTPs (0.5 mM cada uno), iniciador oligo-dT (1~M) , templete de ARN (1~g) yagua

libre de nucleasas hasta alcanzar el volumen necesario. La mezcla fue incubada durante 60 min a

37 "C y la enzima lnactivada a 95 "C durante 5 minoEl volumen final se ajustó a 400 ~I con agua

libre de nucleasa y almacenado a -80 "C hasta su uso.

6.7 Cuantificación de ARNm de SLAM por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en

tiempo real

Para la detección de SLAM se diseñaron los iniciadores sentido 5'-ATG CCC AAG TCC AGA CAT

CAG GTT-3 ' y antisentido 5'-ACA CTG GCA TAG ACC GTG AAG GAA-3' (no. de acceso

GenBank AF329970) y para el control interno gliceraldeido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH)

sentido 5' -CAT GTT TGT GAT GGG CGT GAAA CCA-3' y antisentido 5'-TAA GTC CCT CCA CGA

TGC CAA AGT-3' (no. de acceso GenBank U85042) en el programa IDl's PrimerQuestSM

desarrollado por Whitehead Institute for Biomedical Research . El PCR en tiempo real se realizó en

un equipo ABI PRISM TM 7000 Sequence Detection System-SDS versión del programa 1.1 (PE
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Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) usando SYBR~ Green I (10,OOOx Cambrex Bio Science

Rockland Inc USA) como sistema de detección. La reacción de amplificación se llevo a cabo en un

volumen final de 25 ¡JI los cuales contenían SYBR~ Green I (0.165x), Buffer PCR 1x (20 mM Tris­

HCL pH 8.4 Y50 mM KCI), MgCI2 (4 mM), dNTPs (200 ¡JM cada uno), iniciadores (0.5 nM de cada

uno), Platinum~ Taq ADN polimerasa (1.25 U) (InvitrogenTU Sao Paulo, SP Brasil) y 5 ¡JI del ADNc

diluido. Estas se colocaron en placas ópticas de 96 pozos después de una activación de la enzima

a 95°C por 10 min bajo las siguientes condiciones: desnaturalización a 95°C por 15 seg, alineación

a 60°C por 15 se9, extensión a 72°C por 40 seg; al final de los 35 ciclos se le dio una extensión de

5 min a 72°C. Finalizado el PCR, la temperatura fue incrementando de 60°C a 95°C para construir

una curva de disociación. Se colocó una reacción control sin templete de ADNc (NTC) en cada

placa y cada muestra se ejecutó por cuadruplicado .

6.7.1 Método de cuantificación

En el PCR por tiempo real, los valores de fluorescencia son medidos cada ciclo y representan la

cantidad de producto amplificado en la reacción. Entre más templete presente una reacción al

comienzo del PCR, menor es el número de ciclos que se necesitan para alcanzar un punto en el

que la fluorescencia es medida por encima de la fluorescencia normal de la reacción (CT) .47, 46

Existen dos métodos para la cuantificación de la expresión génica por RT-PCR en tiempo real. El

método de cuantificación absoluta y el método de cuantificación relativa." En el primer método, se

compara el CT de la muestra desconocida con una curva estándar de una muestra cuantificada por

medios independientes y con un número de copias conocidas. Para preparar éstas, Plásmidos,

ARN sintetizado in vitro o ADN genómico son usados comúnmente. La concentración es medida a

260 nm y se convierte a número de copias usando el peso molecular de ADN o ARN. En el método

de cuantificación relativa, se compara el CT de la muestra desconocida en contra de una muestra

calibradora que sirve como referencia fisiológica (muestras provenientes de células no infectadas).

Todas las cuantificaciones, también son normalizadas con un control endógeno como G3PDH para

tener en cuenta la variación en la concentración inicial, calidad de ARN y en la eficiencia de

reacción en la trascripción reversa. Este método es similar al de la cuantificación absoluta por

curva estándar, excepto que en este método se utilizan formulas aritméticas para alcanzar el
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mismo resultado." Este último método fue seleccionado debido a que es sencillo, fácil de manejar

y de análisis rápido.50

Primero, el CT del producto de SLAM (CT SLAM) y del control interno G3PDH (CT G3PDH) son

determinados para cada muestra. La diferencia que resulta de CT SLAM y CT G3PDH es llamada

.aCT; y se calcula para normalizar las diferencias en la extracción de ARN y en la eficiencia de la

reacción de slntesis de ADNc. El .aCT de cada muestra es restado del .aCT del calibrador. Esta

diferencia es llamada MCT. Por último, la expres ión de SLAM normalizada con el control interno

(G3PDH) y relativa al calibrador, se calcula por 2 -At1CT• Así, la diferencia en la expresión de SLAM

se expresa como n-veces relativa al calibrador. Las ecuaciones para calcular .a.aCT para el método

de cuantificación relativa son:

Cr SLAM - Cr G3PDH =LlCr.

LlCr de la muestra - LlCr del calibrador =LlLlCr.

Cantidad relativa =2 -M et .

6.7.2 Eficiencia de la amplificación

Para que el método de cuantificación relativa sea válido, la eficiencia en la amplificación de SLAM

y el control interno, G3PDH, deben ser aproximadamente iguales. Para determinar esta eficiencia,

cinco diluciones decuples seriadas de un producto de PCR, cuantificado a 260 nm y conteniendo el

fragmento esperado para cada gen, fueron amplificadas por triplicado bajo las condiciones arriba

descritas para obtener los valores de CT. Con esto, se obtuvieron los valores de .aCT que fueron

graficados en contra de la cantidad total de fragmento de PCR y se calculó la regresión lineal. El

valor absoluto de la pendiente graficada debe ser menor a 0.1. Una vez probado esto, se puede

utilizar el método cuantificación relativa comparativo sin la neces idad de correr una curva estándar

en cada placa.53. 54

6.8 Análisis estadístico

El análisis estadlstico de los datos se realizó en los programas SPSS SYSTAT versión 11.0, Excel

y GraphPad Prism versión 4.0. Se usó ANOVA y Tukey para analizar la diferencia en la expres ión y

la interacción entre los factores y sus niveles. Las diferencias fueron consideradas significativas si

p < 0.05. (Anexo)
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7.0 Resultados

7.1 Eficiencia en la amplificación de SLAM y G3PDH en PCR tiempo real con SYBRQ!) Green I

Para determinar la eficiencia en la reacción , se amplificaron cinco diluciones decuples seriadas por

triplicado de un ADNc conteniendo los fragmentos de interés. El LiCT resultante de la diferencia

entre SLAM CT y G3PDH CT de las diferentes diluciones, fue graficado en contra de la

concentración total de ADNc (ARN total) obteniendo un valor de la pendiente de 0.058 (Gráfica 1)

por lo que se puede calcular MCT para utilizar el método de cuantificación relativa .

• y =O.0587x + 5.4238

R2 =0.2361

10 100

•

• • •
~

• •
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5.5
1-o 5

<J
4.5

4
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0.1

Concentración total de ADNc

Gráfica 1. Validación del método 2 M\: se determina la eficiencia de la reacción de SLAM y el control interno G3PDH

por medio de PCR tiempo real con SYBRC> Green 1. Diluciones decuples seriadas del ADNc fueron amplificadas usando

los iniciadores específicos para cada gen. El ./lCTfue calculado para cada dilución (CT-G3PDH - CT•SLAM) y los datos fueron

analizados por regresión lineal. La figura muestra la gráfica entre la concent ración de ADNc contra ./lCT. El valor absoluto

de la pendiente debe ser menor a 0.1, la pendiente en la figura es de 0.058 por lo que es valido utilizar este método para

la cuantificación.

7.2 Curva de disociación para SLAM y G3PDH con SYBRQ!) Green I

Como el SYBRQ!) Green I se une a cualquier doble cadena de ácido nucléico aun sin la secuencia

especifica de interés (como por ejemplo dfmeros de iniciadores) se realizó un anális is de la curva

de disociación para identificar los productos generados en la PCR en presencia de SYBRQ!) Green 1.

Este análisis permite la caracterización de los productos de PCR y de los dímeros de iniciadores

según sus conductas de disociación .
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Durante el PCR la fluorescencia inicial es baja e incrementa a cada ciclo. En contraste, al principio

de una curva de disociación, la reacción esta a una temperatura baja y la fluorescencia es alta;

como la temperatura incrementa de una manera constante, la fluorescencia caerá súbitamente

hasta que se alcance el punto de disociación caracterlstico (Tm) para cada fragmento de ADN. La

proporción en el cambio de fluorescencia como una función de la temperatura sé grafica. Un

producto homogéneo y puro de PCR, produce una curva de disociación sencilla, bien definida y

con un pico estrecho. En cambio, dímeros de iniciadores se disocian a bajas temperaturas y

muestran picos anchos en sus curvas."

Las curvas de disociación para el producto de SLAM y para el producto de G3PDH se muestran en

la gráfica 2 (A Y B respectivamente). Se observa que el producto especifico de SLAM alcanza su

pico de Tm a 88.8 "C y el producto de G3PDH a 87.3 "C; en ninguno de las dos graficas, los

controles, que no contienen el templete en la reacción (NTC), muestran claramente algún pico de

Tm causado por dlmeros de iniciadores antes de estas temperaturas. Sin embargo, para demostrar

esta especificidad, los productos de PCR fueron verificados por medio de un gel de agarosa al 2%;

solo un producto de 147 bp fue observado para SLAM y un producto de 130 bp fue observado para

G3PDH. (Gráfica 2C)
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Gráfica 2 Análisis de la curva de disociación de SLAM y G3PDH. Valoración en la especificidad de los iniciadores en el

PCR para SLAM y G3PDH por curva de disociación y gel de agarosa. A) Muestra los resultados de la curva de

disociación (Derivada negativa de la fluorescencia contra temperatura) para SLAM en el PCR tiempo real con SYBR

Green I y B) para G3PDH. C) Verificación de los productos de SLAM y G3PDH por gel de agarosa al 2%. MPM:

marcador de peso molecular de 100 bp, 1: G3PDH 130 bp, 2: SLAM 147 bp, 3: G3PDH negativo (NTC) y 4: SLAM

negativo (NTC).
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7.3 Cuantificación de SLAM de macrófagos bovinos infectados con M. bovis 

La expresión de SLAM fue medida en macrófagos bovinos no infectados e infectados a las O h, 8 h 

Y 16 h con M. bovis 9926, virulenta, M. bovis BCG, no virulenta y estimulados con partfculas de 

látex. La cuantificación final se realizó usando el método de cuantificación relativa y la diferencia en 

la expresión de SLAM se reportó como n-veces relativa al ADNc calibrador (macrófagos no 

infectados). 

De esta forma se obtuvo que el ARNm de SLAM en cinco animales fue sobre expresado en sus 

macrófagos después de la infección con M. bovis virulenta y no virulenta, y solo en un animal (vaca 

47) la expresión de SLAM disminuyó en comparación con las células no infectadas. (Gráficas 3 y 

4). 

En éstos cinco animales, independientemente de la cepa (BCG o 9926), el mayor nivel de 

expresión de SLAM se alcanzó a la hora cero para luego disminuir a las 8 h Y 16 h post-infección. 

Éste punto más alto de expresión se observó en cuatro animales (vaca 98, 75, 130 Y 99) al ser 

infectados con la cepa virulenta 9926 de M. bovis y solo un animal (vaca 117) mostró mayor 

expresión al ser infectada con la cepa no virulenta BCG, sin embargo la diferencia con respecto a 

los macrófagos infectados con la cepa 9926 en éste animal fue solo de ± 2.03 veces, lo que no es 

significativo en comparación con los otros animales cuya diferencia va desde ± 150 a ± 3,000 

veces. (Gráfica 3 y 4) 

A las 8 h post-infección en todos los animales clasificados como resistentes y en un animal 

clasificado como susceptible (vaca 117), se observó que la expresión de SLAM es mayor en los 

macrófagos infectados con la cepa 9926 en comparación con los infectados con la cepa BCG. Por 

último, a las 16 h post-infección solo en dos animales (vaca 130 y 75) existió una diferencia entre la 

expresión con la cepa patógena 9926 y la cepa apatógena BCG. La vaca 130 (al igual que las 

vacas 98 y 99 en las cuales no fue significativo) expresó un nivel mayor de SLAM en los 

macrófagos infectados con la cepa BCG en comparación con los infectos con la cepa 9926, 

fenómeno contrario al que ocurrió en la vaca 75 (al igual que la vaca 117 en la cual no fue 

significativo) en donde los macrófagos infectados con la cepa 9926 expresaron un nivel mayor de 

SLAM. (Gráfica 3 y 4) 
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Gráfica 3. Expresión de ARNm de SLAM en macrófagos infectados con M. bovis virulenta (9926) y no

virulenta (BCG) de vacas identificas como resistentes (R) a parásitos intracelulares (vacas 130, 75 Y 98) a

las 0,8 Y 16 horas post-infección. Resultados representativos de dos ensayos.
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Gráfica 4. Expresión de ARNm de SLAM en macrófagos infectados con M. bovis virulenta (9926) y no

virulenta (BCG) de vacas identificadas como susceptibles (S) a parásitos intracelulares (vacas 117, 47 Y

99) a las 0,8 Y16 horas post-infección. Resultados representativos de dos ensayos.
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Al tener identificados a los animales en resistentes o susceptibles a parásitos intracelulares 43 se

observó que los niveles de expresión de SLAM, dado en unidades relativas de expresión, en los

macrófagos infectados con la cepa apatógena BCG y patógena 9926 de M. bovis son superiores

en los animales clasificados como resistentes en comparación con los animales clasificados como

susceptibles. (Gráficas 5)
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Gráfica 5. Media de expresión de ARNm de 5LAM en los grupos de vacas identificadas como resistentes

(R) y susceptibles (5) a parásitos intracelulares después de la infección con M. bovis virulenta (9926) y no

virulenta (SCG). El grupo R presenta una media de expresión de 5LAM mucho mayor que el grupo 5 al ser

infectado con 9926 y SCG. NI: macrófagos no infectos, PL: macrófagos estimulados con partículas de

látex. n= 2, p < 0.05.
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8.0 Discusión 

Una serie compleja de interacciones entre varios tipos celulares controlan y contienen a M. bovis, 

asl como previenen la reactivación de la infección. 12 Tanto células NK como Linfocitos T yf) Y ap 

de fenotipos CD4+ y CDa+ son movilizados en orden secuencial después de la infección con M. 

bovis.51
,52 Todas estas células contribuyen con su potencial citotóxico 17 y su capacidad para 

producir INF-y, el cual juega un papel central en la defensa en contra de la micobacteria.13
.
14 Todo 

lo anterior indica que la re$puesta en contra de la micobacteria esta mediada por células y requiere 

de la generación de una respuesta Th 1. 14.23 Para que esto se dé, el macrófago y sus citocinas son 

el vinculo de unión entre la respuesta innata y la especifica, es decir, que la respuesta inmune 

celular en contra de la micobacteria está centrada en la capacidad del macrófago para procesar y 

presentar antlgenos y asl estimular linfocitos T CD4+. Sin embargo, el reconocimiento de un 

péptido antigénico por su TCR especifico en combinación con el enlace de la molécula de MHC no 

es suficiente para estimular a un linfocito T, se necesitan otras senales provenientes de citocinas 

aportadas por las células presentadoras de antígenos, asr como la participación de varios de sus 

receptores de superficie. 

Debido a que SLAM es una de esas moléculas co-estimuladoras y reguladoras sobre células T, 26 

especrficamente: en la producción de INF-y y TNF-a por L T H1 , 27 redirección de clonas TH2 a los 

fenotipos T H1 o T HO, 36 regulación en la citotoxicidad de células T, 32 control en la liberación de 

citocinas pro inflamatorias en células dendrrticas 30,31 y en la producción de IL-6, IL-12, TNF-a y 

óxido nrtrico (NO) en macrófagos; 33 en este trabajo se investigó su nivel de expresión en 

macrófagos infectados con M. bovis. 

Aqur se presenta evidencia clara de la existencia de SLAM en poblaciones celulares altamente 

enriquecidas con macrófagos de origen bovino. Sin embargo debido al método de extracción de 

monocitos (ver material y métodos) no se puede descartar la amplificación de SLAM a partir de 

linfocitos. Para resolver esto, se podrra complementar el aislamiento de monocitos con otras 

técnicas como la citometrra de flujo. 
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La infección de M. bovis indujo la expresión de SLAM en macrófagos de origen bovino, siendo esta

dependiente del individuo, la virulencia del patógeno y el tiempo post-infección (Gráficas 6, 7 Y

Anexo)

Expresión por Tratamiento

Todas las Vacas

1400

1200 --
e
-o
'¡ji
ID 1000Loo -,-o...
ill
ID 800.
"O
(f)

P Tiempo PIro
600. -,->:¡:¡ _ ..... Iro

]ID •a: 400.
(f) I o OhPI
ID -'--, -
"O -.J_
ro 200 • J
"C
e ...J _- ¡- .8hPI
=>

O
: ~:

~-A- -e--e- 10.- -,..
-200 A 16 h PI.

ÑI9926 BeG PL

Gráfica 6. Media de expresión de ARNm de SLAM incluyendo a todas las vacas (resistentes y

susceptibles) después de la infección con M. bovis virulenta (9926) y no virulenta (SCG) a las O, 8 Y 16

horas post-infección (PI). La infección con M.bovis 9926 a las Ohoras PI causa el mayor nivel de expresión

de SLAM para luego descender a las 8 y 16 horas PI. NI: macrófagos no infectados, PL: macrófagos

estimulados con partículas de látex. n =2, P < 0.05.
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Gráfica 7_ Media de expresión de ARNm de SLAM por cada una de las vacas (R y S) después de la 

infección con M. bovis virulenta (9926) y no virulenta (BCG). A) Los macrófagos de la vaca 98 (R) muestran 

un nivel de expresión superior de SLAM en comparación con las otras vacas al ser infectados con M. bovis 

9926 Y BCG. B) Se suprimi6 la vaca 98, ya que esta al ser graficada junto con las otras vacas (A) provoca 

que la escala de medición del eje "Y" sea más amplia debido a su alta expresión de SLAM y no se observe 

a detalle el nivel de expresión de las otras vacas. De esta forma se observa que las vacas 75 (R) Y 130 (R) 

tienen también niveles de expresión mayores de SLAM al ser infectados con 9926 y BCG en comparación 

con las vacas 47 (S), 99 (S) Y 117 (S). NI: macrófagos no infectados, PL: macrófagos estimulados con 

partículas de látex. Identificación en el arete de la vaca: 47, 75, 98, 99 117 Y 130. n = 2, P < 0.05. 
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Los resultados del presente trabajo, sugieren que SLAM pudiera estar involucrada en la capacidad

del individuo para montar una mejor respuesta inmune contra M. bovis ya que como se observó,

los animales naturalmente resistentes a parásitos intracelulares 43 tuvieron una expresión relativa

mayor que los bovinos susceptibles 43 (Gráfica 8).
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Gráfica 8. Media de expresión de ARNm de SLAM en las vacas identificadas como resistentes (arriba) y

susceptibles (abajo) después de ser infectadas con M. bovis virulenta (9926) y no virulenta (SCG) a las O, 8

y 16 horas post-infección (PI). Los macrófagos de vacas clasificadas como resistentes tienen una mayor

expresión de SLAM en unidades relativas que los animales susceptibles. NI: macrófagos no infectados, PL:

macrófagos estimulados con partículas de látex. n= 2, p < 0.05.
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Esto puede estar relacionado a que una mayor expresión de SLAM en estos animales promueva

una mayor producción de IL-12, TNF-a y óxido nltrico (NO) en macrófagos asl como una respuesta

inmune tipo Th1 y por lo tanto una mayor secreción de INF-y; todo esto de vital importancia para

una respuesta inmune en contra de patógenos intracelulares, además la activación de SLAM

puede revertir una respuesta celular Th2 hacia una ThO o Th1 ambas con producción de INF-y y

aumentar la expansión de células T antrgeno-especfficas. 26,42 En adición a estas funciones propias

de SLAM, el cometido de la co-estimulación es amplificar la señal transmitida de MHC-TCR, de

modo que se logre una respuesta celular con una menor cantidad de TCR activados, es decir que

los animales con una mayor expresión de SLAM necesitarfan una menor cantidad de TCRs o lo que

los hace suponer que son más eficientes en el control del bacilo tuberculoso.

Los trabajos realizados en células mononucleares humanas con M. tuberculosis y M. leprae y su

relación con SLAM, 41,42 han demostrado que los individuos con una mejor capacidad para

restringir el crecimiento y controlar la infección con micobacterias presentan una gran proliferación

de células T al ser estimulados con antrgenos micobacterianos, producen un fuerte patrón de

citocinas caracterlstico de una respuesta Th1, tienen una baja expresión de SAP que están

identificadas como sus reguladores negativos 35 y al igual que los bovinos clasificados como

resistentes (Gráfica 5) tienen una mayor expresión de SLAM en ARNm y además como proteína.

Al contrario de aquellos individuos que no son capaces de montar una respuesta inmune que

pueda contener a la micobacteria (Gráfica 5). Asimismo ratones deficientes en SLAM no lograron

sobrevivir a la infección de .L. major al contrario de los ratones SLAM+1+, esto asociado a sus

reducidos niveles de IL~12, TNF-a y NO, factores importantes en el control de parásitos

intracelulares. 33

Por otra parte también se ha demostrado que la producción de INF-y y la activación de TCR, son

los principales elementos que regulan la expresión de SLAM. 26,27,28,30,31,32 Para que esto se lleve a

cabo, se necesita la presentación de antrgenos en moléculas MHC. Asl podemos sugerir que en

los macrófagos de origen bovino in vitre, la infección con bacilos de M. bovis vivos a una MOl de

10:1, produce una expresión diferencial de SLAM, alcanzando su valor máximo a las cero horas

post-infección con la cepa 9926 virulenta y BCG de M. bovis (Gráfica 6) y que el motivo de que
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esta expresión disminuya a las 8 y 16 horas post-infección, pudiera deberse a 1) la ausencia de un 

segundo estimulo dado por el linfocito T en la presentación de antigeno y su subsiguiente 

liberación de citocinas, ya que se ha observado que la unión SLAM-SLAM aumenta la producción 

de INF-y y este a su vez regula la expresión de SLAM, en donde también están involucradas otras 

citocinas proinflamatorias como por ejemplo la interleucina 12 (IL_12)42 y/o 2) Al contacto de los 

macrófagos con una gran cantidad de microorganismos durante el procedimiento de la infección. 

Asr, nuestro estudio sug'iere que la sobre expresión de SLAM en macrófagos bovinos, pudiera 

jugar un papel en la susceptibilidad genética a la infección y desarrollo de la tuberculosis. 

Sin embargo, para asegurar que SLAM está involucrado en montar una mejor respuesta inmune 

contra M. bovis, se necesitarlan realizar otros experimentos en donde se indagara la relación entre 

la expresión de citocinas proinflamatorias y de INF-y con la expresión de SLAM en linfocitos T y 

macrófagos bajo la infección de M. bovis en el modelo bovino y con animales identificados como 

resistentes y susceptibles a parásitos intracelulares. Además de medir la expresión de SLAM como 

proterna y observar si exi~te una relación con la sfntesis de su RNAm. De esta manera, se podría 

mostrar un panorama más amplio del papel que juega SLAM en la tuberculosis bovina. 

Por último es importante resaltar las ventajas que ofrece el RT-PCR en tiempo real como opción en 

la cuantificación de la expresión génica. El RT -PCR en tiempo real, combina la amplificación de la 

secuencia de ADNc con la detección de los productos amplificados durante la reacción de cada 

ciclo, en otras palabras en tiempo real. En comparación con el PCR convencional, la técnica es 

extremadamente sensible, permitiendo el análisis de la expresión génica a partir de pequeñas 

cantidades de ARN, teóricamente del contenido de una sola célula. También se consume menos 

tiempo, no, requiere, forzosamente, de un análisis en gel de los productos finales y puede dar una 

cuantificación del producto. Por eso no es sorprendente que esta técnica, que fue descrita en 1993, 

48 hoy en dfa tenga una creciente popularidad entre los investigadores, ya que se pueden hacer 

cuantificaciones de la expresión génica de una manera absoluta o relativa, calcular titulos virales y 

hacer análisis de polimorfismos de hasta un solo nucleótido. Sin dejar de mencionar que esta 

técnica es más flexible que otras que se utilizan para los mismos fines, como por ejemplo: Northern 

blot, dot blot, ensayo de protección de ribonucleasas e hibridación in situ, entre otras. 
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En particular, el RT-PCR en tiempo real ha llegado a ser el método de elección para cuantificación

rápida de la expresión en un gen especifico. Fácilmente se puede detectar un cambio tan pequeño

en la expresión de un determinado gen en respuesta a diferentes tratamientos en cientos de

muestras por día. Sin embargo, debido a ésta sensibilidad un pequeño error también es

amplificado, resultando en una gran variabilidad de los resultados.

Debido al auge del RT-PCR en tiempo real, algunas organizaciones lanzan al mercado con mayor

frecuencia, nuevos y mejorados productos para cada uno de los pasos de esta técnica: desde la

preparación de la muestra, pasando por la trascripción en reversa y hasta la misma amplificación.

Todo este desarrollo promete hacer el proceso mucho más rápido, eficiente, confiable y sobre todo

accesible.
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10.0 Anexos

10.1 Análisis estadistico

10.1.1 Datos

Experimento Multifactorial

Factores Niveles (Número)

Genotipo Resistentes, Susceptibles (2)

Infección No infectados, Partlculas de láte, M. bovis SCG, M. bovis9926 (4)

Tiempo de Infección 0,8 Y 16 horas (3)

Repeticiones (2)

Factores Repeticiones Total por
Genotipo Infección Tiempo (h) I 11 tratamiento

Resistentes O 1.00 1.00 2.00
No infectados 8 1.00 1.00 2.00

16 1.00 1.00 2.00
O 6.88 8.35 15.23

Partículas de látex 8 5.76 9.92 15.68
16 2.31 7.09 9.40
O 182.46 2382.28 2564.74

M. bovis BCG 8 87.19 712.33 799.53
16 47.71 278.23 325.94
O 667.88 2771.87 3439.74

M. bovis~926 8 240.75 1473.56 1714.31
16 51.67 159.91 211.58

Susceptibles O 1.00 1.00 2.00
No infectados 8 1.00 1.00 2.00

16 1.00 1.00 2.00
O 0.30 3.07 3.36

Partículas de látex 8 0.28 2.34 2.62
16 0.37 0.31 0.68
O 5.27 39.11 44.38

M. bovis BCG 8 1.24 10.55 11.79
16 0.74 6.07 6.81
O 12.15 87.36 99.51

M. bovis9926 8 1.22 27.68 28.90
16 0.27 5.94 6.20

Total por repetición 1320.45 7991.96
Total 9312.41
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10.1.2 Análisis de varianza

3. SCbloques = (LX2.jabc)-FC

4. SCtratamientos = (LX2
iJk/n)-FC

5. SCerror = SCtota¡-(SCtratamlento+ Cbloques)

6. SCgenotipo = (LX2I...Ibcn)-FC

7. SClnfecci6n = (LX2.¡./acn)-FC

8. SCtlempo = (LX2..k/abn)-FC

9. SCgenolJPO x infeccl6n = ((LX\/cn)-FC)-(SCgenOliPO+ SClnfecci6n)

10. SCgenotlpoXtiempo = ((LX2¡.k/bn)-FC)-(SCgenOlipo+ SCtiempo)

11. SClnfecci6n Xtiempo = ((LX2.Jk/an)-FC)-(SClnfeCCI6n+ SCtiempo)

12. SCgenotipo XInfecci6n Xtiempo = SCtratamientos-(SCgenotipo+SC¡nfecci6n+SCtlempo+SCgenolipo Xinfecci6n
+SCgenotipo Xtiempo+SC¡nfeCCi6n Xtiempo)

Causa de Variación GL SC CM F F F
(0.05) (0.01)

Bloques n-1 = 1 927271.28 927271.28 3.28 4.28 7.88
Tratamientos abc-1} = 23 9269493.83 403021.47 1.43 2.00 2.70
Genotipo a-1 =1 1647200.13 1647200.13 *5.83 4.28 7.88
Infección b-1 = 3 9278594.73 3092864.91 **10.95 2.80 4.26
Tiempo c-1 = 2 13206598.91 6603299.46 **23.38 3.42 5.66
GenotipoX Infección a-1 b-1 =3 7631659.60 2543886.53 **9.01 3.03 4.76
GenotipoX Tiempo a-1 c-t =2 5911617.18 2955808.59 **10.47 3.42 5.66
InfecciónX Tiempo b-1 c-1 =6 18494429.72 3082404.95 **10.92 2.53 3.71
GenotipoX Infección (a-1)(b-1)(c-1) = 2862467.76 **10.14 2.53 . 3.71X Tiempo 6 17174806.56

Error (n-1}(abc-1) =23 6494659.01 282376.48
Total abcn-1} =47 16691424.12

* Diferenciaestadlsticamente significativa.

** Diferenciaestadlstica altamente significativa
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10.1.3Análisis de la interacción entre los factores

10.1.3.1 Interacción: Genotipo-Infección

Infección

Genotipo No infectados
Particulas de M. bovis BCG M. bovis 9926 Total

látex
Resistentes 6.00 40.31 3690.21 5365.63 9102.15
Susceptibles 6.00 6.67 62.98 134.62 210.26

Total 12.00 46.98 3753.18 5500.25 9312.41
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10.1.3.2 Interacción: Genotipo-Tiempo de infección

Tiem po de infección (h)
Genotipo O 8 16 Total

Resistentes 6021.71 2531.51 548.92 9102.15
Susceptibles 149.25 45.31 15.70 210.26

Total 6021.71 2531.51 548.92 9102.15
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10.1.3.3 Interacción: Infección-Tiempo de infección

Tiem po de infección (h)
Infección O 8 16 Total

No infectados 4.00 4.00 4.00 12.00
Partrculas de látex 18.59 18.30 10.09 46.98

M. bovis BCG 2609.12 811.32 332.75 3753.18
M. bovis 9926 3539.25 1743.21 217.78 5500.25

Total 6170.96 2576.82 564.62 9312.41
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10.1.4Cálculo de Prueba de Tukey (Comparaciones múltiples)

Para Genotipo:

Para Infección:

.Para Tiempo:

ó. = qa (e ; GLerror>"",CMerror!abn

Para Interacción Genotipo X Infección:

Para interacción Genotipo X Tiempo:

!:J. = q, (ac ; GLerror>"",CMerro,lbn

Para interacción Infección X Tiempo:

Para Tratamiento:

Valores Estimados

Genotipo Genotipo
Genotipo Infección Tiempo X X

0.05
0.01

42

Tratamientos



Susceptibles
Resistentes

Genotipo
Resistentes

370.50

M. bovis 9926
M. bovis BCG
Perlasde latex
No infectados

No infectados
45.76
311.77
2.92

* ex = 0.05 t,. = 1892.80
** ex = 0.01 t,. = 4204.29

Infección
Perlas de latex

42.84
308.85

* ex = 0.05 t,. = 1469.57
** ex = 0.01 t,. = 2290.26

Tiempo
Oh 8 h 16 h

16 h 350.40 125.76 " '''!§W},
.~

8 h 224.64 ~~~
Oh .~~N~ '.~;" 'TIf,

"

*ex=0.05 t,.=1551.69
** ex = 0.01 t,. = 2727.41
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SusceDtlbles I 9926
BCG

Lx
NI

Resistentes I 9926
BCG

Lx
NI

* a = 0.05 Ji = 1542.44
** a =0.01 Ji =2021.88

SusceDtibles I 16 h
8h
Oh

Resistentes I 16 h
8h
Oh

* a =0.05 Ó.=1476.66
** a =0.01 Ó.=2044.66

NI
21.44
9.50
0.11
0.00

893.27
614.03

5.72

Interacción Genotipo X Infección

Resistentes
Lx I BCG

15.72 I 592.60
3.78 I 604.54
5.61 I 613.92
5.72 I 614.03

887.55 I 279.24
607.32

Interacción Genotipo X Tiempo

Resistentes
8h

314.48
310.78
297.78
247.82

~~-~
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Interacción Infección X Tiempo

NI Lx
Oh ah 16 h Oh ah

9926 T 16 h 53.45 53.45 53.45 49.80 49.87
8h 434.80 434.80 434.80 431.15 431.23
Oh 883.81 883.81 883.81 880.17 880.24

BCG T 16 h 82.19 82.19 82.19 78.54 78.61
8h 201.83 201.83 201.83 198.18 198.25
Oh 651.28 651.28 651.28 647.63 647.70

Lx T 16 h 1.52 1.52 1.52 2.13 2.05
8h 3.57 3.57 3.57 0.07
Oh 3.65 3.65 3.65

NI T 16 h 0.00 0.00
8h 0.00
Oh

• a =0.05 ti =1703.44
•• a =0.01 ti =2114 .97

7. Para Tratamiento:

No se demostró diferencia estadlstica en el análisis del experimento multifactorial.
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