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RESUMEN. 
 
 

 La adhesión de los microorganismos a tejidos del huésped, es un paso 
crucial para las infecciones. Dicha adhesión, esta mediada por moléculas específicas 
microbianas llamadas adhesinas. Algunas de estas moléculas de adhesión tienen 
interacción específica con estructuras de la matriz extracelular. Se ha descrito que la 
fibronectina, glicoproteína adhesiva extracelular y multifuncional, se encuentra en 
dicha matriz en forma de multidímeros y es usada como componente de adhesión para 
muchos microorganismos, entre los cuales se encuentran bacterias Gram-positivas, 
Gram-negativas, micoplasmas, hongos y protozoarios,  facilitándoles a estos la 
colonización al tejido del hospedero. El objetivo del presente trabajo fue determinar si 
la fibronectina interactúa en la adhesión de Mannheimia haemolytica  A2 a células 
bucoepiteliles de ovino. El modelo de adhesión, se realizó en células bucoepiteliales de 
ovino y fibronectina ovina purificada, la cual se obtuvo mediante una columna de 
sefarosa acoplada a gelatina. La proteína obtenida se cuantificó mediante el método de 
Bradford y para comprobar su pureza, se realizó SDS-PAGE, observándose uno de los 
dímeros de la molécula de Fn plasmática a nivel del marcador de 250 kDa. Se 
obtuvieron anticuerpos anti-fibronectina ovina, mediante la inmunización en conejos de 
la proteína purificada. Posteriormente, se realizó la purificación de la IgG anti-
fibronectina, mediante una columna de sefarosa acoplada a proteína A. Con el fin de 
comprobar la especificidad de los anticuerpos IgG anti-fibronectina ovina, se realizaron 
ensayos de Dot-Blot. Se trabajó con una cepa de M. haemolytica A2 obtenida a partir 
de muestras representativas de lesión pulmonar de un animal muerto por proceso 
neumónico. La cepa bacteriana se mantuvo en agar sangre y para los ensayos 
posteriores se creció en medio líquido BHI. Se realizaron ensayos de adhesión por 
medio de la incubación de las células con  M.  haemolytica A2. Así mismo se 
desarrollaron  ensayos de inhibición de la adhesión, por medio de la incubación previa 
con anticuerpos IgG anti-fibronectina ovina y con tripsina. Las muestras obtenidas de 
los ensayos de adhesión y de inhibición de la adhesión fueron fijadas en laminillas para 
ser observadas en el microscopio confocal. La microscopía confocal reveló múltiples 
colocalizaciones en las superficies celulares entre la fibronectina y la bacteria, lo cual 
indica una posible adhesión entre la fibronectina de la superficie celular y M. 
haemolytica A2.  La microscopía confocal de las muestras previamente incubadas con 
tripsina no reveló colocalizaciones en las superficies celulares, lo cual sugiere que el 
componente de adhesión de M. haemolytica A2 puede estar localizado en la matriz 
extracelular. Finalmente, se realizó la técnica de Citometría de flujo, para determinar el 
porcentaje de bacterias de la superficie celular adheridas a fibronectina. Los resultados 
de la técnica de Citometría de flujo revelaron que de un total de 1937 CBEO analizadas 
(100%), se obtuvo un promedio de 284 CBEO (14.63%) que adhirieron bacterias a 
través de Fn en su superficie. Los resultados obtenidos sugieren que posiblemente M. 
haemolytica A2 tenga un receptor específico a la fibronectina de la matriz extracelular 
de las células bucoepiteliales de ovino. M. haemolytica es un comensal de vías 
respiratorias superiores, por lo que su permanencia en estas estructuras podría estar 
conferida a la adhesión de la fibronectina en la matríz de los epitelios con los que entra 
en contacto, para finalmente culminar en un proceso neumónico, si las condiciones así 
lo permiten. 
 



 
I. INTRODUCCIÓN. 
 
 
I.1 PROTEÍNAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR. 
 
 Las células sintetizan macromoléculas que son secretadas a los espacios 
extracelulares. Al conjunto de estas moléculas se les denomina matriz extracelular 
(MEC). La función de este conjunto de moléculas son: separar grupos celulares 
adyacentes y prevenir cualquier tipo de interacción entre ellas, funcionar como el 
sustrato a través del cual las células deben migrar o bien, pueden servir como inductoras 
de patrones de diferenciación en algunos casos de grupos celulares 1. 
 

La MEC tiene efectos importantes en la célula, por ejemplo en la  morfología y 
en la expresión de algunos genes. Los defectos en la organización de la MEC 
contribuyen a que se desencadene enfermedad y defectos en el desarrollo. Proteínas 
como la fibronectina (Fn), la laminina y el colágeno, intervienen en mecanismos de 
adhesión célula-MEC, estimulación de la movilidad hacia los sitios de inflamación y 
activación de los fagocitos. También intervienen en la hemostasis vascular 
interactuando con las plaquetas expuesta en el sitio de lesión vascular. Dentro de ellas 
destacan el factor Von Willebrand, colágena, Fn, vitronectina, tromboplastina y 
laminina 2.   
 

La MEC rodea a todas las células y está, regula dinámicamente funciones 
celulares incluyendo la adherencia, el crecimiento y la diferenciación celular. También 
proporciona un soporte estructural estable para las células  y  sirve de marco para la 
arquitectura del tejido 2, 3. Los constituyentes principales de la MEC son el colágeno, 
glicoproteínas y proteoglicanos. Existe gran variedad de estas moléculas; el número de 
colágenos descritos es mayor de 19 y existe un número similar de glicoproteínas 
adhesivas 4.  La MEC puede servir como sustrato no sólo para adhesión de células del 
organismo entre sí, si no también para la adhesión de microorganismos colonizadores 5. 
La adhesión de microorganismos a tejidos del organismo es un paso crucial para las 
infecciones. Muchos de los procesos de adhesión que se presentan entre los  
microorganismos y sus células blanco estan mediados por la interacción entre las 
adhesinas de los microorganismos, las proteínas de la MEC  y  los receptores celulares 
llamados integrinas 6.   

 
Las integrinas son una familia de receptores heterodiméricos transmembranales 

que ponen en contacto a la célula eucariótica con el medio ambiente externo. Los 
dominios extracelulares adhieren componentes de la MEC, usualmente a través del 
reconocimiento del tripéptido RGD el cual esta constituido por tres aminoácidos: 
arginina, glicina y aspartato. Sirve como sitio de unión y fue identificado por primera 
vez en la Fn 7. Estos blancos cambian en los dominios citoplasmáticos, alternando su 
interacción con proteínas del citoesqueleto que pueden regular la adhesión celular, 
crecimiento y migración. Al mismo tiempo generan señales dentro de la célula que 
pueden alterar el estado de activación de algunas integrinas, afectando su afinidad por 
ligandos extracelulares. Estas integrinas son capaces de transmitir sus señales a través 
de la membrana en ambas direcciones, dentro y fuera de la célula 8. Las integrinas estan 
formadas por una pequeña subunidad denominada β, rica en disulfuro y una subunidad 
más larga denominada α; ambas son de alto peso molecular y se ubican en la superficie 
celular de mamíferos. Se han reportado al menos 21 integrinas diferentes 9. 
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Múltiples integrinas reconocen a cada una de las principales glicoproteínas de la 

MEC 10. Por ejemplo, en el caso de la Fn, la región IIICS (también conocida como 
región V) es reconocida por la integrina α4β1 11, 12  y la secuencia RGD es reconocida 
por la  integrina α5β1 13. En la Figura1, se muestra la interacción de la célula con las 
regiones de la MEC que presentan la secuencia RGD.  
 

 
Figura 1. Unión de la célula con proteínas de la MEC que presentan la secuencia RGD.  

Giancotti & Ruoslahti, Science 285: 1029 (1999). 
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Representación esquemática de la interacción entre las proteínas de la MEC hacia los receptores 
transmembranales de las integrinas que presentan la secuencia RGD y sus respectivas subunidades α y β 
expuestas extracelularmente. Dichas estructuras, se encargan de integrar el medio externo con el 
citoesqueleto de actina a nivel intracelular. 
 
 
I.2 FIBRONECTINA (Fn). 
 
 
I.2.1 Composición de la Fn.  
 

La Fn es una glicoproteína adhesiva, extracelular y multifuncional, de alto peso 
molecular (450-500 kDa aprox.). Está presente en muchos tejidos, a nivel de la MEC,  
en forma insoluble como  multidímero y en la mayoría de fluidos orgánicos, como en el 
caso de la sangre que se encuentra en forma de dímero unido por puentes disulfuro de 
aproximadamente 250 kDa 14, 15. 

  
 La Fn plasmática y celular contiene cerca del 5% de carbohidratos, los cuales 
están unidos a residuos de asparagina 16. Existen al menos 20 formas de Fn celular y 
plasmática 17. La Fn plasmática, es sintetizada principalmente por los hepatocitos 18. 
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Muchos tipos de células producen Fn insoluble, incluyendo fibroblastos, 

condrocitos, monocitos, células endoteliales, mioblastos y astrocitos. Estas incorporan 
Fn celular a la MEC. Además la Fn presenta quimiotactismo hacia fibroblastos y 
macrófagos; es decir,  es el movimiento o la migración dirigida de estas células hacia la 
Fn, bajo la influencia de un estímulo químico 18. 
 
 
I.2.2 Funciones de la Fn. 
 

La adhesión de Fn a la MEC, juega un papel central en procesos como 
reparación de heridas y embriogénesis. La importancia de la Fn en eventos de migración 
celular durante la embriogénesis ha sido documentantada en varios textos, por ejemplo, 
se ha descubierto que la migración de células del mesodermo durante la gastrulación 
puede ser bloqueada por medio de la secuencia del tripéptido RGD, el cual bloquea los 
receptores celulares de la Fn (integrinas); también se ha descubierto que la inoculación 
de anticuerpos anti-Fn (Ac/Fn) en embriones de pollo, bloquea la migración de células 
pericárdicas 19. 
 

Las matrices de Fn son vitales en el desarrollo y  regeneración de tejidos de 
vertebrados, además modulan la formación de neoplasias. La Fn interactúa con las 
células en el control de la adherencia celular, la organización citoesquelética y 
señalización intracelular 14. 

 
La Fn también participa como opsonina de vida media la cual interviene en los 

procesos de defensa inmunitaria. La adhesión de linfocitos a Fn, es fundamental para su 
migración y localización en órganos linfoides y sitios de inflamación. La adhesión a Fn 
está mediada por receptores celulares que incluyen integrinas 4ß1 y 5ß1 y 
proteoglicanos. Los proteoglicanos forman parte de la colágena, pero también existen 
algunos que se expresan en superficies celulares y permiten que ellas se unan a la MEC. 
Entre estas moléculas se encuentra el Syndecan 14. 
 
 
I.2.3  Interacción de los Módulos de Fn en la Adhesión Celular y Proteica. 
 

La Fn es una glicoproteina de funcionamientos múltiples que se compone de tres 
diferentes tipos de módulos (F1, F2 y F3), los cuales son múltiples dominios con 
diferentes sitios de adhesión para otras proteínas de la MEC y para receptores de células 
de superficie, cada módulo constituye una unidad independiente. La Fn humana 
contiene  12 módulos tipo I, 2 tipo II y hasta 18 tipo III. El número de módulos tipo III 
depende del tejido y/o de las condiciones celulares. Además la Fn tiene una región 
particular, designada como IIICS (también conocida como región V) 20. Este módulo 
junto con dos módulos tipo III llamados EDB y EDA o EIIIB y EIIIA, se regulan para 
el empalme alternativo del RNAm de la Fn. El módulo de IIICS codifica dos sitios de 
unión de las integrinas, y está implicado en la adhesión de heparina 21.  

 
El conocimiento de los mecanismos por medio de los cuales los módulos 

interaccionan y presentan sus superficies funcionales es vital para el entendimiento de 
las relaciones estructurales y funcionales de las proteínas modulares 20. La Figura2 
muestra los tres tipos de módulos que compone a la Fn. 
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Figura 2. Módulos que componen a la Fn. 

Kenneth Ingham, Adjunct Professor, Dept. of Biochemistry & Molecular Biology, 
George Washington University School of Medicine

 

 
 
 

Representación esquemática de la Fn en forma de dímero unida por puentes disulfuro. En la 
parte superior se aprecian los módulos que conforman su estructura. Los módulos son: 12 módulos Tipo I 
o F1,  2 módulos Tipo II o F2 y  15 módulos Tipo III o F 3 éstos últimos, varían en número dependiendo 
del tejido y/o condiciones celulares. En la parte inferior se aprecia un esquema tridimensional de los tres 
tipos de módulos.  
 
 

Módulos homólogos a los de Fn se han encontrado en otras proteínas, 
especialmente los de tipo III, siendo encontrados en el 2% de las proteínas animales 22. 
 

Aparentemente es común que una superficie de unión de Fn requiera  más de un 
módulo para una adecuada interacción. El dominio de unión a colágena contiene 
módulos F1 y los dos únicos módulos F2 20,21. Los módulos F3, los cuales son los más 
abundantes dentro de la molécula de Fn, tienen como función mediar las interacciones 
proteína-proteína y actúan como espaciadores, por tanto aseguran la correcta posición 
de los sitios funcionales 23, además en estos se encuentran sitios de unión a integrinas y 
a heparina 21. 
 

La Fn presenta esta variedad de módulos, debido a que tiene que funcionar 
conjuntamente con diversas células, colágenos, proteoglicanos y otras macromoléculas 
como fibrina y heparina. La Fn realiza estas funciones conjuntas ya que su actividad de 
adhesión en estos módulos está dada por la secuencia RGD la cual reconoce células de 
superficie 24. En la Figura3 se muestran los sitios de unión a diferentes macromoléculas.   
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Figura 3. Sitios de unión de los 3 tipos de módulos de Fn a diferentes macromoléculas. 

Kenneth Ingham, Adjunct Professor, Dept. of Biochemistry & Molecular Biology, 
George Washington University School of Medicine

 
 

 
 
 

Representación esquemática de la Fn en la que se aprecian los sitios de unión para diferentes 
proteínas e integrinas. La adhesión a fibrina requiere la interacción de los módulos Tipo I: 1, 2, 3, 4, 5, 10, 
11 y 12. La proteína de unión de S. aureus interactúa con los módulos Tipo I: 1, 2, 3, 4 y 5. Para la 
adhesión de colágena se necesita la interacción de está proteína con los módulos Tipo I: 6, 7, 8 y 9, y con 
los únicos dos módulos Tipo II. Para la adhesión de la heparina, fibulina y para algunos retrovirus  se 
requiere la interacción con los módulos Tipo III: 12, 13 y 14. Para la adhesión celular, las subunidades de 
la integrina  α5ß1,  interactúan con la secuencia Pro-His-Ser-Arg-Asn situada en el noveno módulo Tipo 
III y  la secuencia RGD situada en el décimo módulo Tipo III. Finalmente, para la adhesión  de las 
subunidades de la integrina α4ß1 interactúan  el segmento IIICS o región V y los módulos tipo III: 5, 12 y 
14. 

 
 

La actividad adhesiva a la célula  requiere un sitio de adhesión definido por una 
secuencia de aminoácidos Prolina-Histidina-Serina-Arginina-Asparagina, situada en el 
noveno módulo tipo III. Esta secuencia actúa sinérgicamente con el sitio RGD. El 
análisis de la adherencia de la célula con los fragmentos de la Fn, sugiere que la 
posición y orientación de los sitios Prolina-Histidina-Serina-Arginina-Asparagina y el 
sitio RGD pueden ser importantes para la función de adhesión de la célula 25,26,27. 
Además, el segmento IIICS contiene una región adhesiva de la célula, independiente de 
las regiones sinérgicas de RGD 28,29,30. Dos secuencias no adyacentes del péptido dentro 
de la región de IIICS contienen actividad adhesiva a la célula: un Leucina-Ácido 
Aspártico-Valina (LDV) cerca del amino terminal y de un Arginina-Ácido Glutámico-
Ácido Aspártico-Valina (REDV) cerca del carbono Terminal 20. 
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I.2.4 Procesos de adhesión de microorganismos a Fn. 
 

También se sabe que la Fn interviene en procesos de adhesión de 
microorganismos a diversos tejidos del huésped.  La adhesión a Fn ha sido caracterizada 
en diferentes microorganismos, entre los cuales se encuentran bacterias Gram (+) 31, 
Gram (-) 32, micoplasmas 33, hongos 34 y protozoarios 35.  
 

Las moléculas receptoras o adhesinas de Staphylococcus aureus y de otros 
microorganismos se han denominado componentes microbianos de superficie que 
reconocen moléculas adhesivas de la MEC (CMSRMAM) 36.  

 
La interacción de los CMSRMAM con moléculas de la MEC, es de interés 

creciente, ya que éste es un mecanismo de invasión de microorganismos. Estas 
moléculas interactúan con tejidos humanos y de animales, con proteínas del suero y con 
polipéptidos de la MEC 37. Se sabe que el dominio N-terminal de fibronectina se une a 
los CMSRMAM de bacterias Gram (-) en tejidos del huésped 37.  
 

La interacción y adhesión de las bacterias a la Fn,  están dadas por proteínas de 
unión a ella. La expresión de estas proteínas depende de la vía de entrada y capacidad 
de invasión de la bacteria, así como del tejido afectado o cepa utilizada 38. Pero esta 
unión o la inhibición de la adhesión, se pueden ver afectadas por factores como pH, 
presencia o ausencia de fierro, calcio, lectinas o azúcares 39. Se ha encontrado que la 
expresión de estas proteínas de unión produce inflamación sistémica, caracterizada por 
pérdida de peso, secreción de IL-6 y mortalidad en ratones 40. Las proteínas de unión  
presentan sitios de unión repetidos de 35-40 residuos en su extremo C-terminal para 
unirse a la Fn, pero hay sitios fuera de este extremo que también interactúan con el 
ligando 38.  
 

Las proteínas de unión a Fn de Streptococcus pyogenes  son importantes para el 
proceso infeccioso. Al menos una de estas proteínas exhibe diferentes sitios de unión, 
cada uno reaccionando con diferentes regiones de la molécula de Fn 41. 
 

Recientemente se ha discutido a detalle, la evidencia del papel de las proteínas 
de unión a Fn en la patogénesis de la infección de S. aureus 42. La interacción de la Fn 
con S. aureus es un claro ejemplo del papel que juega está proteína con algunas 
bacterias, ya que la Fn actúa como ligando entre las CMSRMAM, proteína de unión A y 
proteína de unión B del S. aureus, y la β integrina de la célula hospedera para favorecer 
la colonización de la bacteria 43. 

 
Las proteínas de unión a Fn se han caracterizado también en micobacterias 44. La 

proteína de unión a Fn de Campylobacter jejuni es una proteína de membrana externa 
de aproximadamente 37 kDa. En Neisseria meningitidis se han descrito dos proteínas de 
membrana externa que son Opa y Opc, esta última interactúa con componentes de la 
MEC y proteínas del suero 32. 

 
Algunas cepas de Salmonella enteritidis también expresan organelos de 

superficie descritos como fimbrias delgadas, que unen Fn 45. 
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I.3 Mannheimia haemolytica. 
 
 
I.3.1 Características generales. 
 

M. haemolytica es un cocobacilo Gram (-), hemolítico, no móvil, mesofílico, 
aeróbio o anaeróbio facultativo, oxidasa positivo e indol negativo 46.  
 

Se subdivide en dos biotipos, A y T, basados en características bioquímicas y a 
la fermentación de arabinosa y trealosa, respectivamente 47. 

 
Los estudios taxonómicos actuales basados en análisis genotípico y fenotípico 

proponen una reclasificación de los 17 serotipos que forman el complejo de M.  
haemolytica en tres especies genéticas distintas: los serotipos 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 13, 
14, 16 y 17 fueron descritos como M. haemolytica biotipo A 48; los serotipos 3, 4, 10 y 
15 fueron descritos como Pasteurella trehalosi biotipo T 49; y el serotipo A11 fue 
descrito como Mannheimia glucosida 50.  

 
M. haemolytica es el agente etiológico principalmente aislado en la pasteurelosis 

neumónica y es considerada uno de los más importantes patógenos en rumiantes 50. M. 
haemolytica causa una pleuroneumonía en rumiantes de todas las edades, septicemia en 
corderos, mastitis, artritis, meningitis e infecciones del oído medio en ovinos, mientras 
que las cepas de P. trehalosi  son responsables de pasteurelosis sistémica aguda  en 
corderos 51. 
 

En cepas de M. haemolytica que afectan a rumiantes se han identificado diversos 
antígenos los cuales potencializan su patogenicidad. Entre estos  se encuentran: la 
leucotoxina, que es una toxina de la familia de las RTX, formadora de poros, con 
actividad específica contra leucocitos, lipopolisacárido, proteínas de membrana externa, 
proteínas reguladas por hierro, fimbrias, enzimas degradativas (neuraminidasa, 
proteasas, metaloproteasas),  aglutinantes serotipo-específicos y “adhesinas”; además de 
la cápsula y plásmidos de resistencia a antibióticos. Todos estos mecanismos juegan un 
papel fundamental en la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, la leucotoxina es 
considerada el factor de patogenecidad primario más importante 52. 
 

Si bien el papel de las proteínas de membrana externa como factor de virulencia 
no está del todo establecido. Diversos estudios han confirmado su importancia en la 
patogénesis de las infecciones resaltando su potencial participación en la respuesta de 
anticuerpos en la protección antibacteriana, además de que participan como 
transportadoras de materiales a través de la membrana (porinas) y en la adhesión a la 
célula hospedera 53.  
 
 Recientemente se ha descubierto una proteína de unión a inmunoglobulina de 
74kDa de M. haemolytica serotipo A1, la cual se adhiere a Fn bovina. Éste es un 
descubrimiento importante debido a que se piensa que la proteína de unión a 
inmunoglobulina  podría ser utilizada por la bacteria como un mecanismo potencial de 
adhesión hacia las células alveolares del pulmón de los bovinos. El estudio de la  
respuesta inmunológica provocada por esta proteína podría establecer un método de 
protección contra la infección de M. haemolytica, desempeñando así un papel 
importante en la preparación de futuras vacunas 54.  
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II. JUSTIFICACIÓN. 
 
 

Se ha demostrado que la fibronectina interviene en procesos de adhesión de 
microorganismos a diversos tejidos del huésped. Esta adhesión ha sido caracterizada en 
diferentes tipos de bacterias Gram (+) y Gram (-). Mannheimia. haemolytica es el 
agente que comúnmente se asocia a problemas neumónicos en rumiantes. Determinar si 
usa como componente de adhesión a la fibronectina para unirse a sus células blanco, 
podría en un futuro ayudar a entender y a establecer el mecanismo por el cual la bacteria 
asegura su permanencia en el huésped como comensal,  o bien como patógeno, una vez 
que se presentan las condiciones adecuadas para su invasión.  
 
 
 
 
III. HIPÓTESIS. 
 
 
 Si la fibronectina interviene en procesos de adhesión entre células, proteínas y 
microorganismos debido a las múltiples regiones de unión que conforman su estructura, 
es posible que pueda interaccionar con Mannheimia haemolytica como ligando entre la 
bacteria y la célula, siendo este el paso inicial para su permanencia y posterior 
colonización en los tejidos del huésped.   
 
 
 
IV. OBJETIVOS. 
 
 
 
Objetivo General. 
 
- Determinar si fibronectina interactúa en la adhesión de Mannheimia haemolytica 
serotipo A2 a un modelo de células bucoepiteliales. 

 
 

Objetivos Particulares. 
 
- Obtener y purificar Fn a partir de plasma de ovino. 
- Obtener y purificar Ac policlonales contra Fn. 
- Obtener células bucoepiteliales de ovino (CBEO) y estandarizar un modelo de 
   adhesión a M. haemolytica A2. 
- Determinar mediante microscopía confocal la participación de Fn en la adhesión  
   de M.  haemolytica serotipo A2 con CBEO. 
- Determinar mediante Citometría de Flujo el porcentaje de bacterias adheridas a las 
CBEO usando la Fn  de su superficie celular.  
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
 
VI.1 Obtención de plasma. 
 

La muestra de sangre completa de ovino, se obtuvo por venopunción de la vena 
yugular, empleando aguja vacutainer de calibre  20. La sangre se colectó en 20 tubos 
vacutainer con EDTA (Ácido Etileno-Diamino-Tetracético) de 7ml 55. La sangre 
obtenida se centrifugó (Beckman mod. GS-15R), a 3500rpm por  15min. a 4°C. 
Posteriormente se recolectó el plasma, en tubos falcón de 50ml colocando en cada tubo 
25ml. de plasma, al cual se le agregó 250μl de PMSF (Fenil-Metil-Sulfonil-Fluoruro) 
0.1mM y posteriormente se congeló a   -70°C hasta su uso 35. 
 
   
VI.2 Purificación de Fn ovina. 
 

La Fn se purificó mediante columna de sefarosa 4-B acoplada a gelatina, la cual 
se trabajó y se mantuvo a 4°C. El plasma obtenido previamente se descongeló a 4°C y 
se centrifugó a 10,000rpm por 15min. a 4°C. El plasma centrifugado se pasó dos veces 
por la columna mediante goteo lento.  Posteriormente se realizó el lavado de la columna 
pasando a través de esta PBS 1X con urea 1M pH 7.4 y PMSF 0.1mM.  Se continuó con 
la elusión de la Fn usando PBS 1X con urea 4M pH 7.4 y PMSF 0.1mM, colectando 15 
fracciones de 40 gotas cada una en criotubos de plástico. Posteriormente las fracciones 
se leyeron en espectrofotómetro a 280nm D.O (densidad óptica)  para determinar el pico 
de elusión máxima, usando como blanco PBS 1X. La columna se lavó pasando a través 
de está  PBS 1X pH 7.4 y finalmente se almacenó resuspendiendo la sefarosa en PBS 
1X con azida de sodio al 2% pH 7.4 35.  
 
 
VI. 3 Cuantificación de Fn ovina purificada (Fnop). 
 

La cuantificación de la proteína purificada se realizó utilizando el método de 
Bradford 56, desarrollándose una curva con la albúmina sérica bovina de 1-10μg por ml. 
utilizándose, 10μl de PBS 1X y 190μl de reactivo de Bradford, en placas de ELISA de 
fondo plano. Se colocaron 10µl de muestra de Fnop más 190μl de reactivo de Bradford, 
determinando así, la cantidad de proteína mediante la lectura de las placas en el lector 
de ELISA a 590nm y por regresión lineal 56.  
 
 
VI.4 SDS-PAGE. 

 
Para determinar la presencia de la  Fnop, se utilizó SDS-PAGE por el método de 

Laemmli 57. La Fnop se mezcló con amortiguador de muestra (4ml de agua destilada, 
1ml de Tris-Hcl al 0.5M pH de 6.8, 0.8ml de glicerol, 1.6ml dodecil sulfato de sodio al 
10%, 4 ml de β-mercaptoetanol y 0.2ml de azul de bromofenol al 0.5%) y se sometió a 
ebullición (95°C) durante 10min. Las muestras de Fnop se corrieron en SDS-PAGE al 
7.5%. En el gel concentrador se colocó un peine de 10 carriles, una vez polimerizado, se 
retiró y depositó 20μl de la muestra, excepto en el primer carril en donde se depositó 
15μl de marcador de peso molecular y en el último carril como control de peso, se 
depositó 20μl de muestra de albúmina sérica bovina (ABS), la cual previamente se 
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mezcló con el amortiguador de muestra y se sometió a ebullición con las mismas 
constantes para las muestras de Fnop. Los geles se corrieron a un voltaje de 100volts 
usando una solución buffer de corrida 1X (tris-glicina) pH 8.3 con SDS. Los geles se 
tiñeron con azul de Coomasie al 0.2% durante 1 a 4hr. a temperatura ambiente en 
agitación y se destiñeron por medio de una solución de lavado a base de ácido acético y 
metanol a diferentes concentraciones, hasta que se obtuvo la intensidad de bandas 
deseada. Posteriormente los geles se conservaron en ácido acético al 10% o bien se 
deshidrataron 57. 
 
 
VI.5 Obtención de Ac IgG contra Fn ovina (AcIgG/Fn). 
 
 Los AcIgG/Fn ovina se obtuvieron inoculando conejos con la Fnop usando 
hidróxido de aluminio como adyuvante. Los conejos se inocularon por vía subcutánea 
(S.C),  en la primera inoculación y las siguientes se realizaron por vía intramuscular 
(I.M). Se llevaron a cabo 5 inoculaciones, con un intervalo de 7 días entre cada una de 
ellas. Previo a la inoculación, se realizó un sangrado en blanco obteniendo la sangre de 
la vena marginal de la oreja (M.O). La inoculación se realizo en base al calendario de 
inmunización que se presenta en la Tabla 1. 
 

Tabla 1. Calendario de inmunización. 
 

DÍA. INÓCULO. MUESTRA 
INOCULADA. 

VÍA. 

0 Sangrado en blanco. M.O 

1 Fnop. 
0.5ml de 

muestra/0.5ml 
de adyuvante. 

S.C 

7 Fnop. 
0.5ml de 

muestra/0.5ml 
de adyuvante. 

I.M 

14 Fnop. 
0.5ml de 

muestra/0.5ml 
de adyuvante. 

I.M 

28 Fnop. 
0.5ml de 

muestra/0.5ml 
de adyuvante. 

I.M. 

35 Fnop. 
0.5ml de 

muestra/0.5ml 
de adyuvante. 

I.M 

 
 

Vías de inoculación: M.O: Marginal de la oreja, S.C: Subcutáneo, I.M: Intramuscular, 
Fnop: fibronectina ovina purificada.  
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Posteriormente se realizó el sangrado final de los conejos por punción cardiaca. 
La obtención del suero se realizó mediante la centrifugación de la sangre a 3500rpm, 
15min. a 4°C. El suero obtenido se mantuvo almacenado a - 20°C hasta su uso 58. 

 
VI.6 Purificación de AcIgG/Fn. 
 
 Para la purificación de los AcIgG/Fn se usó una columna de sefarosa acoplada a 
proteína A 59.  Se pesó 0.1g de sefarosa acoplada a proteína A y se depositó en 
microtubo de 1.5ml. Posteriormente se activó la sefarosa mediante un lavado con agua 
desionizada. Después del lavado, se dejo sedimentar la sefarosa por 15min. y  el 
sobrenadante fue retirado 59. 
 
 Ya activada y húmeda, la sefarosa acoplada a proteína A se le agregó 300μl del 
suero obtenido de la inmunización de los conejos con Fnop (suero inmune) y 300μl de 
TRIS-HCL 5mM pH 7.0 dejándolo en agitación suave por 2hrs. Posteriormente se 
realizó un lavado mediante centrifugación en una microcentrífuga (Sorvall mod.  
Heraeus), a 5000rpm, 5min. a 4˚C. Al término de la centrifugación el sobrenadante fue 
desechado 59.  
 

Para realizar la elusión de los AcIgG/Fn purificados, se le agregó 1000μl de 
ácido cítrico 0.1M pH 3.0  y se dejó en movimiento a 4˚C por 1hr. Transcurrido el 
tiempo, se sometió a centrifugación a 5000rpm por 5min. a 4˚C, se retiro el 
sobrenadante, el cual contenía el AcIgG/Fn purificado y a este se le agregó 100μl de 
TRIS-HCL 2M pH 9.0 conservándolo a 4°C. A la sefarosa acoplada a proteína A se le 
agregó buffer de unión y se mantuvo a 4°C hasta su próximo uso 59. 
 
 
VI.7  DOT-BLOT. 
 
 Para determinar la funcionalidad del AcIgG/Fn purificado se hicieron 3 ensayos 
de DOT-BLOT. El objetivo del primer ensayo fue demostrar que el AcIgG/Fn 
purificado reconocía Fnop. Para este ensayo se usó una membrana  de nitrocelulosa 
dividida en 6 cuadros, en cada uno de los cuales se colocó por goteo, 10μl de muestras 
diferente siguiendo el orden que se presenta a continuación: Como control negativo se 
usaron 10μl de agua colocados en el primer cuadro. Como control positivo se emplearon 
10μg/μl del suero inmune situado en el segundo cuadro, 10 μg/μl de AcIgG/Fn 
purificado situado en el tercer cuadro y 5 μg/μl del Ac. secundario anti-IgG de conejo 
acoplado a peroxidasa de rábano (Sigma-Aldrich) situado en el cuarto cuadro. En el 
quinto y sexto cuadros se utilizaron 5 μg/μl y 10 μg/μl de Fnop respectivamente. Las 
muestras se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente a la membrana se le 
agregó leche descremada al 5% por 1hr. para bloquear reacciones inespecíficas. 
Transcurrido el tiempo, se retiro la leche descremada y se sometieron a 3 lavados con  
PBS-TWEEN 20 al 0.05%, dejándolo actuar en cada uno de ellos por un tiempo de 
10min 60. 
 
 Después de haber retirado el PBS-TWEEN 20 del último lavado, se le agregó 
nuevamente 10ml. de PBS-TWEEN 20 al 0.05% con 100μl del AcIgG/Fn purificado, 
dejando interaccionar por 1hr. Posteriormente se sometieron a 3 lavados más con PBS-
TWEEN 20 al 0.05% cada uno de ellos por un tiempo de 10min. Realizados los 
lavados, se les agregó 10ml de PBS-TWEEN 20 al 0.05% con  100μl del Ac. 
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secundario, dejándolo interaccionar por 1hr. a temperatura ambiente. Al cabo del tiempo 
se lavaron tres veces más con PBS-TWEEN 20 al 0.05%, por 10min cada uno 60. 
 
 El revelado se realizó incubando la membrana por 10min. usando 0.02mg de 
diaminobenzidina diluida en 10ml de buffer de fosfatos 50 mM pH 7.4 y 300μl de 
solución NICO (300μl de PBS 1x pH 7.4 con 0.02mg de Cloruro de Níquel y 0.02mg de 
Cloruro de Cobalto). Finalizado el tiempo se hicieron reaccionar con 100μl de Peróxido 
de Hidrógeno (H2O2) al 30%, agregando finalmente 10ml de agua para detener la 
reacción 60. 
 
 El propósito del segundo ensayo fue demostrar que el AcIgG/Fn purificado, no 
reacciona con el suero de conejo obtenido previa inmunización con fibronectina ovina 
purificada (suero preinmune). En este ensayo se usó una membrana de nitrocelulosa 
dividida en 4 cuadros en los cuales se colocaron por goteo 10μl de muestras diferentes 
en el siguiente orden: Como control negativo se usaron 10μg/μl  de suero preinmune los 
cuales fueron colocados en el primer cuadro. Como controles positivos se emplearon 10 
μg/μl  del AcIgG/Fn purificado situado en el segundo cuadro, 10μg/μl del suero inmune 
situados en el tercer cuadro y por último 5μg/μl  de un Ac secundario situados en el 
cuarto cuadro. Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente y ya secas se 
siguió la misma metodología antes descrita 60. 
 

Finalmente, con el objetivo de determinar si el suero preinmune reconocía a la 
Fnop, se realizó un tercer ensayo, Para este ensayo la  membrana de nitrocelulosa fue 
dividida en 2 cuadros, en los cuales se colocó por goteo: 5μg/μl  de Fnop en el primer 
cuadro y 10μg/μl  de Fnop en el segundo. Las muestras se dejaron secar a temperatura 
ambiente. Ya secas las gotas, la membrana fue incubada por 1hr. con leche descremada 
al 5%. Transcurrido el tiempo, se retiro la leche descremada y se realizaron 3 lavados 
con  PBS-TWEEN 20 al 0.05%, cada uno de ellos por 10min 60. Después se incubó con 
10ml. de PBS-TWEEN 20 al 0.05% con 100μl del suero preinmune por 1hr. 
Posteriormente se continuó con la misma metodología antes descrita 60

 
 
VI.8 Obtención de Células Bucoepiteliales de ovino (CBEO) y paquete bacteriano. 
 
 Las CBEO se obtuvieron por medio del raspado del vestíbulo bucal de ovinos 
con hisopos estériles, haciendoló girar sobre la superficie epitelial del vestíbulo. El 
hisopo que contenía las CBEO fue sumergido en 5ml de Tris-HCL 0.1 M pH 7.3, 
haciéndolo girar dentro de la solución para que las CBEO quedarán suspendidas en está 
solución y pudieran ser transportadas con refrigerante hasta su uso en el laboratorio. 
Posteriormente las CBEO fueron lavadas tres veces por centrifugación con Tris-HCL 
0.1M pH 7.3 a 1365rpm, durante 15min a 4°C cada uno 36. 
 
 El inóculo bacteriano que se utilizó, se hizo crecer en medio líquido BHI por 
12hrs. a 37°C y se lavó tres veces en Tris-HCL 0.1M pH7.3 mediante centrifugación a 
1365rpm durante 15min cada uno 36. 
 

Después del lavado de las CBEO y paquete bacteriano se resuspendieron 
nuevamente en Tris-HCL 0.1M pH 7.3 y midiendo que el nivel de absorbancia de los 
dos paquetes oscilara entre 4-6, determinando así, una concentración de 1 X 103 , es 
decir,  que por cada CBEO estaban presentes 1000 bacterias 36.  
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VI.9 Tinción de CBEO con FITC y RITC. 
 

Para realizar la tinción de las CBEO con FITC (Isotiocianato de Fluoresceína), 
se tomaron 200μl del paquete celular en suspensión y se lavaron 3 veces más, con  PBS 
1X por centrifugación a 2500rpm por 10min. a 4˚C. Posteriormente se les agregó 1ml. 
de paraformaldehido al 8%, dejándolas en agitación suave por 1hr. a 4˚C. Transcurrido 
el tiempo, se  centrifugaron a 2500rpm por 5min 36. 

 
 A las CBEO previamente fijadas se les agregó 500μl de PBS 1X con 2μg de 

FITC y se dejaron en agitación suave durante toda la noche a 4˚C, manteniéndolas en 
microtubos de 1.5ml cubiertos, para evitar la exposición a la luz. Después se les 
realizaron 4 lavados con PBS 1X por centrifugación a 2500rpm por 10min. cada uno. Al 
término de los lavados se almacenaron a  4˚C hasta su uso 36. 

 
Posteriormente,  para teñir CBEO con RITC (Isotiocianato de Rodamina) se 

tomaron 200μl de la suspensión de células y se lavaron 3 veces con  PBS 1X por 
centrifugación a 2500rpm por 10min. a 4˚C. En seguida se les agregó 1ml. de 
paraformaldehido al 8%, dejándolas en agitación suave por 1hr. a 4˚C. Transcurrido el 
tiempo, se  centrifugaron a 2500rpm por un tiempo de 5min 36. 

 
 A las CBEO previamente fijadas se les agregó 500μl de PBS 1X con 2μg de 

RITC y se dejaron en agitación suave durante toda la noche a  4˚C, manteniéndolas en 
microtubos de 1.5ml cubiertos para evitar la exposición a la luz. Posteriormente se les 
realizaron 4 lavados con PBS 1X por centrifugación a 2500rpm por 10min. cada uno. Al 
término de los lavados se almacenaron a  una temperatura de 4˚C hasta su uso 36. 
 
 
VI. 10 Tinción de Bacterias con FITC y RITC. 
 

Para la tinción de las bacterias con FITC, se tomaron 200μl de la suspensión 
bacteriana y se continuó con la misma metodología usada previamente para teñir las 
CBEO. De la misma forma, se tomaron 200μl de bacterias en suspensión para ser 
teñidas con RITC siguiendo la misma metodología usada previamente para teñir las 
CBEO. 

 
 

VI.11 Microscopía Confocal. 
 

Para observar la participación de la Fn en la adhesión bacteriana se 
estandarizaron varios ensayos de adhesión y de inhibición de la adhesión. 

 
Para realizar los ensayos de adhesión se tomaron las CBEO previamente teñidas 

con FITC y las bacterias previamente teñidas con RITC, mezclándolas en microtubos de 
1.5ml cubiertos y se incubaron en agitación suave por  1hr. a 37˚C. Posteriormente se 
realizaron tres lavados con PBS 1X  por centrifugación a 2500rpm por 10min. a 4˚C. 
Terminados los lavados se les agregó, 1000μl de Tritón-100X para permeabilizar la 
membrana celular al 0.5% dejando en agitación suave por 15min. a temperatura 
ambiente. 
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 Transcurrido el tiempo, se centrifugaron a 2500rpm por 5min. a 4˚C y 
posteriormente se eliminó el sobrenadante. Después se agregaron 980μl de PBS 1X y 
20μl de AcIgG/Fn y se dejó en agitación suave por 2hrs. a temperatura ambiente.  
 
 Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS 1X por centrifugación a 
2500rpm por 10 min. a  4˚C. Al termino de los lavados se agregaron 100μl de PBS 1X y 
1μl de Ac anti-conejo acoplado a CY5 (Ac secundario-CY5) y se dejó en agitación 
suave por 2hrs. a temperatura ambiente. 
 
 Finalmente las CBEO con las bacterias se lavaron 2 veces con PBS 1X por 
centrifugación a 2500rpm por 10min. a 4˚C y se procesaron para ser analizadas con 
microscopía óptica de Nomarsky y por microscopía confocal. 
 
 El primer ensayo de inhibición de la adhesión, se realizó con la finalidad de que 
el AcIgG/Fn, bloqueara la interacción directa entre la Fn y la adherencia bacteriana en 
la superficie celular. Se incubaron las CBEO previamente teñidas con FITC y el 
AcIgG/Fn en agitación suave por 1hr. a 37˚C. Transcurrido el tiempo de incubación, se 
realizaron tres lavados con PBS 1X  por centrifugación a 2500rpm por 10min. a 4˚C. 
Después se agregaron las bacterias previamente teñidas con RITC y se incubaron  en 
agitación suave por 1hr. a 37˚C. Posteriormente se continuó el ensayo siguiendo el 
mismo procedimiento usado en el ensayo de adhesión descrito anteriormente.  
 
 En el  segundo ensayo de inhibición de la adhesión, las CBEO previamente 
teñidas con RITC fueron incubadas con tripsina en agitación suave por 1hr. a 37˚C. La 
finalidad de utilizar tripsina, fue para eliminar o barrer la mayor cantidad posible de 
proteínas de la MEC contenida en la superficie de éstas. Tratando de inhibir así,  la 
adhesión bacteriana. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizaron tres lavados 
con PBS 1X  por centrifugación a 2500rpm por 10min. a 4˚C. Después se agregaron las 
bacterias previamente teñidas con FITC y se incubaron en agitación suave por 1hr. a 
37˚C. Posteriormente se continuó el ensayo, siguiendo el mismo procedimiento usado 
en el ensayo de adhesión descrito anteriormente.  
 
 
VI.12 Citometría de flujo. 
 
  Para determinar el porcentaje de bacterias adheridas a las CBEO usando la Fn  
de su superficie, se realizó la técnica de Citometría de flujo 61. 
 
Para realizar esta técnica se tomaron  1X104 CBEO en 200μl, previamente teñidas con 
RITC (10 μg/ml) y  1X1011 bacterias marcadas previamente con un Ac. policlonal 
(1:100) desarrollado en un trabajo previo62, anti-M. haemolytica A2 teñido con CY5 
(1:100), mezclándolos en microtubo de 1.5ml cubierto e incubándolos en agitación 
suave por  1hr. a 37˚C. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 1X  por 
centrifugación a 2500rpm por 10min. a 4˚C. Después se agregaron 40μl de AcIgG/Fn 
humana (1:20), donado por la Q.F.B Elizabeth Franco del Dpto. de Biomedicina 
Molecular del CINVESTAV; marcado con FITC incubando en agitación suave por 2 
hrs. a temperatura ambiente. Finalmente se realizaron dos lavados con PBS 1X  por 
centrifugación a 2500rpm por 10min., 4˚C y las muestras se resuspendieron en 500μl de 
PBS 1X para ser leídas en un Citómetro de flujo (FAC Sort Becton & Dickinson) 61.  
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VII. RESULTADOS. 
 
 
PURIFICACIÓN DE Fn OVINA. 
 

La purificación de Fn ovina se hizo por afinidad de la Fn a la sefarosa acoplada a 
gelatina. Se obtuvieron fracciones, a las cuales se les determinó su D.O a 280nm.   En la  
Tabla 1, se aprecia, el patrón de elusión de las muestras, en donde se puede apreciar que 
partir de la fracción 5 se comienza a obtener una buena concentración de proteína, 
teniendo su máximo pico, en la fracción 8. Estos resultados se aprecian en la Gráfica 1. 
La cuantificación de la Fnop se realizó mediante el método de Bradford 56 y regresión 
lineal. Determinando así, que por cada 10μl de muestra analizada había 40μg de Fnop 
en promedio. 
                             
 

      Tabla 2. Fracciones obtenidas de la Fnop a  D.O de 280nm 
 

 
 
 Nº de tubo D.O (280nm) 

1 0.012 

2 0.013 

3 0.037 

4 0.088 

5 0.128 

6 0.197 

7 0.333 

8 0.489 

9 0.46 

10 0.431 

11 0.364 

12 0.32 

13 0.278 

14 0.242 

15 0.198 
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Gráfica 1. Fracciones obtenidas de Fnop a una D.O. de 
280nm.  
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SDS-PAGE. 
  

Para determinar la presencia de Fnop, las fracciones con mayor concentración de 
Fnop se corrieron en SDS-PAGE al 7.5%, observando uno de los dímeros de la 
molécula de Fn plasmática, el cual tiene un peso aproximado de 250 kDa, lo cual 
corresponde con el primer marcador de peso molecular. (Figura 4). 

 
 

Figura 4. SDS-PAGE al 7.5% teñido con Azul de Comassie. 
 

 
kDa                MP        1          2            3          4          5         6   
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150     

  100 
    
   75 
   50 
    
   37 
   25 

 

Fnop (250 kDa 
aprox.) 
 
 
  
 
 
ABS (65 kDa) 
 
 

 

 
 

Marcadores de Peso Molecular (MP), Carril 1-5: Fnop, Carril 6 ABS. Sobre el gel de 
policrilamida se aprecian las bandas de Fnop sin residuos contaminantes, las cuales se encuentran 
a nivel del marcador de peso molecular más alto (250kDa). Se utilizó ABS como control de peso 
molecular (65kDa). 
 
 
DOT-BLOT. 
 

Con el fin de comprobar la especificidad y funcionalidad del AcIgG/Fn, se 
realizaron 3 ensayos de DOT-BLOT. En la Figura 5 se presentan los resultados del 
primer DOT-BLOT, en esta figura se aprecia que el agua (A) usada como control 
negativo no fue reconocida por ningún anticuerpo. El suero inmune (B) fue reconocido 
por el anticuerpo secundario, presentando mayor reconocimiento en comparación con 
las otras muestras usadas como controles positivos, debido a que este suero contiene 
una gran cantidad de anticuerpos y proteínas inespecíficas que fueron reconocidos por el 
Ac secundario. El AcIgG/Fn (C) fue reconocido por el Ac secundario debido a que este 
Ac es isoantígeno. El Ac secundario (D) presentó reacción debido a que éste esta 
acoplado a peroxidasa de rábano y entra en contacto con la diaminobenzidina y la 
solución NICO. Finalmente, la Fnop (E y F) fue reconocida por el AcIgG/Fn tal y como 
se esperaba, sin embargo la reacción fue débil revelando que la inmunización de los 
conejos despertó una respuesta inmune baja,  obteniendo títulos bajos de AcIgG/Fn.  

 
Los resultados del segundo DOT-BLOT presentados en la Figura 6, muestran 

que el  suero preinmune (A) fue reconocido por el Ac secundario, ya que este suero 
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contiene una gran cantidad anticuerpos y proteínas inespecíficas que son reconocidos 
por el Ac secundario, sin embargo este reconocimiento fue muy bajo por lo que no se 
consideró significativo. El AcIgG/Fn (B) y el suero inmune (C) fueron reconocidos por 
el Ac secundario debido a las mismas circunstancias mencionadas en el primer ensayo.  

 
Finalmente los resultados del tercer DOT-BLOT, en el cual la membrana de 

nitrocelulosa se incubó con suero preinmune y con el Ac secundario son presentados en 
la Figura 7., en la cual se muestra que el suero preinmune no reconoció a la Fnop debido 
a que el suero no presentaba ningún Ac dirigido en contra de la Fnop. De la misma 
forma el Ac secundario no reconoció a la Fnop debido a que este es un Ac anti-conejo.  
 
 

Figura 5. DOT-BLOT 1. Incubado con  AcIgG/Fn y Ac secundario.  
 
 

CONTROL (-) 
 

A 
 

 
Agua 

                        CONTROLES  (+) 
 
          B                        C                        D 
 

            
  Suero inmune.              AcIgG/Fn           Ac  secundario 

 
                                       E                         F 
 

       
                                          Fnop (5μl)              Fnop(10 μl) 

             
         

A: Agua usada como  control negativo, B: Suero inmune  reconocido por el 
Ac secundario. C: AcIgG/Fn reconocido por el Ac secundario. D: Ac secundario. E y 
F: Fnop reconocida por el AcIgG/Fn. 
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Figura 6. DOT-BLOT 2. Incubado con  AcIgG/Fn y Ac secundario. 
 

 
CONTROL (-) 

 
A 
 

 
Suero preinmune 

                        CONTROLES  (+) 
 
          B                       C                        D       
 

            
Anti-fibronectina        Suero inmune         Ac  secundario 

 
A: Suero preinmune usado como control negativo. B: AcIgG/Fn 

reconocidos por el Ac secundario. C: Suero inmune reconocido por el Ac secundario. 
D: Ac secundario. 

 
 

Figura 7. DOT-BLOT 3. Incubado con  Suero preinmune y Ac secundario. 
 

 
             A                                 B    
                    

                     
           Fnop (5μl)                        Fnop (10 μl) 

 
 

A y  B: Fnop no reconocida por el Suero preinmune y Ac secundario 
 
 
MICROSCOPÍA CONFOCAL. 
 
 Para determinar la interacción entre la Fn y M. haemolytica A2 en la adhesión de 
esta a CBEO, se realizaron ensayos de adhesión, incubando M. haemolytica A2 con 
CBEO y ensayos de inhibición de adhesión usando AcIgG/Fn y Tripsina. Para realizar 
estos ensayos se emplearon bacterias teñidas con RITC (rojo) y FITC (verde), CBEO 
teñidas con RITC y FITC;  AcIgG/Fn, Tripsina y Ac anti-conejo acoplado a CY5 
(azul)). Las muestras obtenidas de los ensayos se procesaron en laminillas para ser 
observadas en el microscopio confocal (Figura 8).  
 

Los resultados obtenidos de los ensayos de adhesión se presentan en la Figura 8 
y en la Figura 9. En estos ensayos,  las  bacterias mostraron cierta interacción con la Fn 
para adherirse a la superficie celular de las CBEO, esta interacción se evidenció por las 
colocalizaciones observadas en tono violeta en las superficies celulares.  

  
Los resultados obtenidos en los ensayos de inhibición de la adhesión incubando 

previamente las CBEO con AcIgG/Fn se presentan en la Figura 10. En este ensayo no 
se observaron colocalizaciones en la superficie celular de las CBEO ya que 
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probablemente, el AcIgG/Fn ocupó los sitios de unión de la Fn en las superficies 
celulares, bloqueando así, la interacción de la proteína sobre las CBEO y las bacterias.   

 
Finalmente, los resultados de los ensayos de inhibición de la adhesión incubando 

previamente CBEO con tripsina, se presentan en la Figura 11, en la cual no se observan 
colocalizaciones en la superficie celular de las CBEO, ya que la tripsina barrió 
parcialmente con las proteínas de la matriz extracelular, y por lo tanto, la Fn de las 
superficies celulares fue eliminada en parte, bloqueándose así, la interacción de la 
proteína sobre las CBEO y las bacterias. 
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Figura 8. Microscopía Confocal. Proceso de tinción CBEO, M. haemolytica A2, AcIgG/Fn. 
 

NOMARSKY 
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 secundario-CY5 (AZUL) 

 

D C 

COLOCALIZACIÓN 

 

E 

|————| 
  10.00μm 

 
 

Microscopía Confocal. A: CBEO en la que se aprecian focos localizados de bacterias adheridas 
a la superficie celular. B: CBEO teñida con FITC (verde). C: M. haemolytica A2 teñidas con RITC (rojo). 
D: AcIgG/Fn marcado con Ac secundario-CY5 adherido a la Fn de la superficie celular (azul). E: 
Colocalización de la CBEO, M. haemolytica A2 y Fn. En esta imagen se observan múltiples  
colocalizaciones en la superficie de la CBEO en las que interactúan la CBEO, Bacterias y Fibronectina 
(violeta). |——| 10.00µm. 
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Figura 9.  Microscopía Confocal. Interacción de M. haemolytica A2 con Fn y CBEO. 
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Microscopía Confocal. A: CBEO en la que se aprecian focos localizados de bacterias adheridas 
a la superficie celular. B: CBEO teñida con FITC (verde). C: M. haemolytica A2, teñidas con RITC 
(rojo). D: AcIgG/Fn marcado con Ac secundario-CY5 adherido a la Fn de la superficie celular (azul). E: 
Colocalización de la CBEO, M. haemolytica A2 y Fn. En esta imagen se observan múltiples  
colocalizaciones en la superficie de la CBEO en las que interactúan la CBEO, Bacterias y Fibronectina 
(violeta). |——| 10.00µm. 
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Figura 10.  Microscopía Confocal. Inhibición de la adhesión con AcIgG/Fn 
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Microscopía Confocal. A: CBEO. B: CBEO teñida con RITC (rojo). C: M. haemolytica A2 

teñidas con FITC (verde). D: AcIgG/Fn marcado con Ac secundario-CY5 adherido a la Fn de la 
superficie celular (azul). E: Colocalización de la CBEO, M. haemolytica A2 y Fn con incubación previa 
con AcIgG/Fn. En esta imagen no se observan focos de colocalización, sin embargo, se aprecian algunos 
cuerpos bacterianos a la periferia de la célula, lo cual sugiere el bloqueo de la interacción de la Fn sobre la 
CBEO y la bacteria, debido a que probablemente el AcIgG/Fn ocupó los sitios de unión en la Fn de las 
superficies celulares. |——| 10.00μm 
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Figura 11.  Microscopía Confocal de los ensayos de inhibición de la adhesión con 
tripsina. 
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Microscopía Confocal. A: CBEO. B: CBEO teñida con RITC (rojo). C: M. haemolytica A2 

teñidas con FITC (verde). D: AcIgG/Fn marcado con Ac secundario-CY5 adherido a la Fn de la 
superficie celular (azul) posterior a la incubación con tripsina. E: Colocalización de la CBEO, M. 
haemolytica A2 y Fn con incubación previa con tripsina. En esta imagen no se observan focos de 
colocalización, sin embargo, se aprecian algunos cuerpos bacterianos a la periferia de la célula, lo cual 
sugiere el bloqueo de la interacción de la Fn sobre la CBEO y la bacteria, debido a que la tripsina barrió a 
la Fn de las superficies celulares. |——| 10.00µm 
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CITOMETRÍA DE FLUJO. 
 

En la Gráfica 2 se muestra la lectura que el citómetro realizó, para determinar el 
orcent

el citómetro realizó, para determinar el 
porcentaje de bacterias que presentan colo

mente, se obtuvo el promedio de células que presentaron bacterias 
adheridas por m

p aje de CBEO que presentan colocalización con Fn. Es decir, las células teñidas 
de rojo, evidenciado la molécula de Fn en verde sobre su superficie. El eje “Y” 
representa el canal de lectura para la Fn y el eje “X” representa el canal de lectura para  
las CBEO. Las células que se encuentran en el cuadrante superior derecho (UR) 
representan las CBEO que presentan doble marcaje, es decir son células que se tiñeron 
de rojo y sobre de ellas se localiza la proteína de Fn marcada de verde, determinándose 
que de 1938 células analizadas, 274 células presentaron doble marcaje, lo cual indica 
que del 100 % de células teñidas de rojo (RITC), el 14.14% de éstas, presentaron Fn 
teñida de verde (FITC) en su superficie celular.  

 
En la Gráfica 3 se muestra la lectura que 

calización con la Fn de las superficies 
celulares. El eje “Y” representa el canal de lectura para Fn y el eje “X” representa el 
canal de lectura para las bacterias. Las bacterias que se encuentran en el cuadrante 
superior derecho (UR) representan las bacterias que interactúan con Fn en la adhesión 
bacteriana. Es decir, las bacterias marcadas en azul (CY5) que se encuentran adheridas 
a las células por medio de la Fn de las superficies celulares, determinándose que de un 
total de 1936 células analizadas, con Fn marcada en su superficie, 293 células 
presentaron adhesión bacteriana, lo cual representó el 15.12% del total de células 
analizadas. 

 
Final

edio de Fn en sus superficies. De un total de 1937 CBEO analizadas 
(100%), se obtuvo un promedio de 284 CBEO (14.63%) que adhieren bacterias a través 
de Fn en su superficie.  
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GRAFICA 2. Porcentaje de CBEO que  presentan colocalización con Fn. 
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    UR       274        14.14         2.74 
    LL         0            0.00          0.00 
    LR      1664        85.86       16.64 
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Representación gráfica del porcenta  de CBEO teñidas con RITC que presentan 
colocali

 

 
je

zación con Fn teñida con FITC, analizadas mediante  Citometría de flujo.  El eje “Y” 
representa el canal de lectura para la Fn y el eje “X” representa el canal de lectura para las 
células. El cuadrante superior derecho (UR) representa las células que presentan doble 
marcaje (células teñidas de rojo evidenciando la Fn teñida de verde en su superficie), las 
cuales representan el 14.14% del un total de 1938 células analizadas que corresponde al 
100%. 
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GRAFICA 3. Porcentaje de Bacterias  que  presentan colocalización con Fn de la superficie 

 
 

 

Quad   Events  %Gated  %Total

celular. 

 

 
 

   
  UL         0            0.00          0.00     

      UR      293         15.12         2.93 
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      LR     1643        84.78        16.43 
 

 

Representación gráfica del porcentaje de M. haemolytica A2 teñidas con CY5 que 
presenta

 

 
 

n colocalización con la Fn de las superficies celulares teñida con FITC, analizadas 
mediante citometría de flujo.  El eje “Y” representa el canal de lectura para la Fn de las 
superficies célulares y el eje “X” representa el canal de lectura para las bacterias. El cuadrante 
superior derecho (UR) representa las CBEO que presentan doble marcaje (Fn en la superficie 
celular teñida de verde unida a las bacterias teñidas de azul), las cuales representan el 15.12% 
de un total de 1936 células analizadas que corresponden al 100%. 
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VIII. DISCUSIÓN. 

La adhesión bacteriana a las células del hospedero es uno de los primeros pasos 
que se 

a adhesión de algunos organismos patógenos a la Fn en las superficies 
celular

in embargo, se ha descubierto que algunos organismos patógenos, 
princip

En el presente trabajo se evaluó la participación de Fn ovina purificada en la 
adhesió

Los resultados obtenidos en la microscopía confocal revelaron múltiples 
colocal

in embargo, la cantidad de Fn que pudiera existir entre las células alveolares 
del pul

e debe resaltar que los resultados de microscopía confocal revelaron,  que a la 
inspecc

 

dan en el proceso de infección. Esta adhesión dota a las bacterias de la capacidad 
de resistir mecanismos de eliminación, además de que la asociación les permite expresar 
factores de virulencia  que afectan a tejidos y células 63.  

 
L
es se ha descrito en bacterias 31,32, parásitos 33 y hongos 34. El reconocimiento de 

ésta y de los sitios de adhesión celular puede ser el primer paso para su posterior 
migración e invasión a los tejidos 35.  

 
S
almente bacterias Gram (-), necesitan de la degradación de Fn en la MEC para 

poder adherirse a sus células blanco. Woods D. E; y col. en 1981 64 reportaron que la 
adherencia de bacterias Gram (-) es mayor en células pobres en Fn en comparación con 
aquellas que presentan mayor cantidad de la misma. Por otro lado, en trabajos 
realizados por Abraham S. N; y col. en 1983 65, donde se evaluó la adhesión de  S. 
pyogenes, E. coli, y P. aeruginosa a CBE de humano, se determinó que la adhesión de 
E. coli, y P. aeruginosa era inhibida en células con gran cantidad de Fn en su superficie 
celular, mientras que en S. pyogenes  la adhesión aumentaba.  
 

n de M. haemolytica A2 a células bucoepiteliales de ovino (CBEO). Dejando 
por entendido, que la CBE, no es la célula blanco de la bacteria. Pero sí podrían 
participar en la permanencia de la misma  en vías respiratorias superiores, favoreciendo 
así, su condición de comensal.   
 

izaciones en las superficies celulares entre Fn y las bacterias. Lo cual indica la 
posible presencia de un receptor específico de  M. haemolytica A2 a alguno de los 
módulos de Fn que se encuentra en la MEC de las CBEO.   

 
S
món y las CBE, podría variar considerablemente. Por lo que posiblemente a nivel 

del tracto respiratorio bajo, los componentes de adhesión entre la bacteria y su célula 
blanco (N-1) sean de otra índole. Estudios realizados por Franklin A.L, y col. en 1987 
66, donde se evaluó la adhesión de P. aeuroginosa a células traqueales de humano, se 
determinó que el número, distribución y naturaleza de los sitios de adhesión de la 
bacteria, eran diferentes entre las células traqueales y los sitios de unión en las CBE 
estudiados en trabajos previos. Dicha situación, nos hace pensar que M. haemolytica, 
una vez que alcanza el tracto respiratorio bajo, hecha mano de sus múltiples antígenos 
para adherirse a la célula alveolar;  sin dejar de tomar en cuenta la posible interacción de 
algún componente de la MEC en la membrana celular del N-1 y la bacteria.  

 
S
ión de los diferentes campos, las células mostraban patrones variables de 

colocalización entre la Fn y las bacterias. Zetter, B. R; y col. en 1979 67, realizaron 
trabajos con CBE de humano y demostraron que la cantidad de Fn es variable entre cada 
CBE. En tanto que, los trabajos realizados por Abraham S. N; y col. en 1983, 
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corroboraron los resultados presentados por Zetter, B. R; y col.,  además, revelaron que 
la distribución de la Fn en la superficie celular de las CBE, es en forma de parches. Esto 
podría explicar, la distribución de las colocalizaciones observadas entre M. haemolytica 
A2 y la Fn.  
 

Por otro lado, tanto en los resultados de los ensayos de inhibición de la adhesión 
por co

n los trabajos realizados por Woods, D.E.,  y col. en 1981 se describió el efecto 
de la t

n nuestro trabajo, se obtuvieron resultados similares, lo cual pudo deberse, a 
que la

n otros casos, algunos géneros bacterianos, requieren del barrido total de la 
MEC, 

mpetencia entre AcIgG/Fn y la bacteria, así como en los ensayos realizados  
utilizando tripsina, no se observaron colocalizaciones en las superficies celulares. Sin 
embargo, las imágenes muestran algunos cuerpos bacterianos a la periferia de la célula.  
Lo cual indica que bloquear los posibles sitios de unión con el AcIgG/Fn así como 
barrer parcialmente con la MEC mediante tripsina inhibe parcialmente los componentes 
de adhesión que se encuentran sobre la CBE, principalmente Fn, que podrían  
interactuar en este caso con M. haemolytica A2.  

 
E
ripsina en CBE de humano, revelando que el componente más alterado de la 

MEC, era la Fn. Konkel, M. E.; y col. en 1997, descubrieron que el tratamiento previo 
con tripsina inhibe la adhesión de C. jejuni en humanos. De la misma forma Hamer R. 
C.; y col. en 2004, realizaron ensayos de inhibición de la adhesión en A. 
pleuropneumoniae usando un modelo de CBE de porcino con tripsina obteniendo el 
mismo resultado expuesto en los trabajos de Konkel, M. E.;  Es importante recalcar, que 
la inhibición observada en el ensayo de Hamer, no se presentó en un 100%.  

 
E
 bacteria interactúa con algún otro componente de la membrana celular 

directamente, o bien, que exista algún tipo de atracción electrostática entre la célula y la 
bacteria una vez que se ha barrido con la MEC, dejando expuestos posibles sitios de 
unión, entre  M. haemolytica A2 y la CBE, haciendo que éstas permanezcan a la 
periferia de las células. Como sucede en la mayoría de las Gram (-). Si bien, en las 
imágenes de confocal no se aprecia una inhibición de la adhesión al 100%, si hay una 
disminución considerable de este efecto sobre de las células observadas (95%). 

 
E
para adherirse directamente a algún componente de la membrana celular, tal y 

como lo demuestran nuevamente los trabajos de Franklin A. L; y col. en 1987, en donde 
realizaron ensayos de adhesión de P. aeuroginosa a células traqueales de humano 
usando tripsina. Los resultados obtenidos demostraron que la eliminación de la Fn 
localizada en la MEC de las células traqueales promovió la adhesión de esta bacteria. 
Este podría ser el caso de M. haemolytica A2, una vez que se han incubado por cierto 
tiempo con las células que han perdido su MEC. Esto a su vez, podría estar sucediendo 
a nivel pulmonar, una vez que la bacteria llega a la unión bronquioalveolar, sitio donde 
se origina la lesión pulmonar.  

 
Los antecedentes descritos en trabajos previos, así como los resultados 

observados en este trabajo, en relación a los ensayos de adhesión e inhibición de la 
adhesión, permiten pensar que la adhesión de M. haemolytica A2 a las CBEO se  
favorece con la presencia de Fn que se encuentra en la MEC, pero su presencia (Fn) en 
este lugar no es contundente, para la adhesión de la bacteria en vías respiratorias 
superiores y por lo tanto para el desarrollo de la enfermedad.  
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 or otro lado, el análisis de la citometría de flujo, mostró que solo el 14.65% 

No podemos dejar de considerar a la Fn como una opción viable para la bacteria 
que la 

 

P
(284 células) de CBEO analizadas, de un total de 1937 correspondió a células que 
presentaron Fn en su superficie y además que adhirieron bacterias. Esta variación se 
debe en gran parte a la cantidad de Fn distribuida en cada célula observada, la cual varía  
entre célula y célula, dadas las características en cuanto al patrón de distribución que 
tiene la Fn en su superficie, así como lo heterogéneo de la muestra al momento de 
llevarse a cabo la colección de la misma. Las principales células que se arrastran son las 
más superficiales, pero no se puede descartar la presencia de células de estratos más 
profundos. Debemos considerar también los lavados a los que se someten las células, 
durante las metodologías desarrolladas, pudiendo ser éste, otro de los factores que 
favorecen esta variación, lo cual explica la cantidad de bacterias que se adhirieron a la 
Fn sobre las células.   
 

utiliza como componente de adhesión, asegurando así, su  permanencia como 
comensal en vías respiratorias superiores y una vez que se crean las condiciones 
adecuadas para el desarrollo de la enfermedad, Mannheimia haemolytica A2 echa mano 
de sus múltiples antígenos, para seguir avanzando hasta el pulmón, permaneciendo y 
colonizando éste órgano, hasta culminar en el desarrollo de la enfermedad.  
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IX. CONCLUSIÓN. 
 

Son numerosas las investigaciones que apoyan la importancia de la adhesión de 
los microorganismos patógenos a sus células blanco, así como los mecanismos 
mediante los cuales éstos, aseguran su permanencia en el huésped, valiéndose de sus 
múltiples antígenos e interactuando con moléculas presentes en las superficies celulares, 
siendo la adhesión el paso inicial para su permanencia y posterior colonización de los 
tejidos del huésped.   
 
 

 Mannheimia haemolytica A2 se adhiere a fibronectina (Fn) de la matriz 
extracelular (MEC), de células bucoepiteliales de ovino (CBEO), la cual se 
distribuye multifocalmente en la superficie de las mismas.  

 
 Bloquear los posibles sitios de unión con el AcIgG/Fn así como barrer 

parcialmente con la matriz extracelular (MEC) mediante tripsina inhibe 
parcialmente los posibles componentes de adhesión entre Mannheimia. 
haemolytica A2 y fibronectina (Fn).    

 
 Mannheimia haemolytica A2 tiene un receptor específico a fibronectina (Fn) de 

la matriz extracelular (MEC) de las células bucoepiteliales de ovino (CBEO). 
 
 La cantidad de fibronectina (Fn) contenida en la matriz extracelular de cada 

célula bucoepitelial de ovino (CBEO) de ovino es muy variable y más aún entre 
las diferentes células que se arrastran durante la colección de la muestra, 
influyendo esto, de manera directa, en la cantidad de bacterias que se adhieren a 
las mismas. 

 
 Mannheimia haemolytica A2. utiliza otros componentes de su batería de 

antígenos,  para adherirse a diferentes receptores localizados en la membrana 
celular además de la fibronectina (Fn) contenida en la matriz extracelular 
(MEC).  

 
 La presencia de fibronectina (Fn) que se encuentra en la matriz extracelular 

(MEC) de las células bucoepiteliales de ovino (CBEO), podría asegurar la 
permanencia de Mannheimia haemolytica A2 como comensal a nivel de cavidad 
oral.  

 
  
 La adhesión de Mannheimia haemolytica A2 a las células bucoepiteliales 

(CBEO) se  favorece con la presencia de fibronectina (Fn) que se encuentra en la 
matriz extracelular (MEC), pero ésta,  no es del todo contundente.  

 
Establecer los mecanismos mediante los cuales Mannheimia haemolytica A2 se 

adhiere a las células epiteliales del huésped, podría en un futuro determinar el 
mecanismo por el cual la bacteria permanece en el mismo, como comensal de vías 
respiratorias superiores o bien como patógeno del pulmón. De tal manera que cuando se 
presenten las condiciones adecuadas para su invasión, pueda proliferar,  
desencadenando la enfermedad. El conocimiento de los mecanismos mediante los 
cuales logra esta adhesión podría en un futuro desempeñar un papel importante para el 
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desarrollo de nuevos biológicos que prevengan y controlen la Pasterelosis Neumónica 
en nuestro país. 
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XI. ABREVIATURAS. 
 
ABS: Albúmina Sérica Bovina. 
 
Ac: Anticuerpo. 
 
Ac/Fn: Anticuerpo anti-fibronectina. 
 
AcIgG/Fn: Anticuerpo IgG antifibronectina. 
 
Ac Secundario: Anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a peroxidasa de rábano. 
 
CBE: Célula Bucoepitelial. 
 
CBEO: Célula Bucoepitelial de Ovino. 
 
CMSRMAM: Componentes microbianos de superficie que reconocen moléculas 
adhesivas de la MEC. 
 
D.O: Densidad Óptica. 
 
FITC: Isotiocianato de Fluoresceína. 
 
Fn: Fibronectina. 
 
Fnop: Fibronectina ovina purificada. 
 
I.M: Vía de inoculación intramuscular. 
 
LDV: Secuencia de aminoácidos conformada por Leucina-Ácido Aspártico-Valina. 
 
MEC: Matriz Extracelular. 
 
M.O: Vena Marginal de la Oreja. 
 
PMSF: Fenil-Metil-Sulfonil-Fluoruro. 
 
REDV: Secuencia de aminoácidos conformada por Arginina-Ácido Glutámico-Ácido 
Aspártico-Valina. 
 
RGD: Secuencia de aminoácidos conformada por Arginina-Glicina-Aspartato 
 
RITC: Isotiocianato de Rodamina. 
 
S.C: Vía de inoculación subcutánea. 
  
Suero inmune: Suero obtenido de la inoculación de conejos con fibronectina ovina 
purificada. 
 
Suero preinmune: Suero de conejo obtenido antes de la inmunización con fibronectina 
ovina purificada 
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