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RESUMEN

ISAIS LOPEZ JOSUE. Identificacion del fenotipo de resistencia natural a

bacterias intracelulares en bovinos Bos taurus indicus.

La capacidad de resistir de forma innata la infeccion por patdgenos intracelulares
ha sido estudiada en varios modelos, incluyendo bovinos, y se sabe que la
capacidad bactericida de los macrofagos puede ser un buen marcador que defina
la presencia de este fenotipo. También, se ha reportado que los bovinos Bos
taurus indicus resisten mejor a la brucelosis y tuberculosis que los bovinos Bos
taurus taurus, reflejandose en lesiones menos severas y un mejor control de la

enfermedad.

Pese a esto, se desconoce si las subespecies cebuinas son mas resistentes a
patégenos bacterianos que las razas de bovinos de origen europeo, asi como el
papel de los macréfagos derivados de sangre periférica en este fenébmeno,
considerando que estas células del sistema inmune han mostrado ser un buen

marcador para ello.

En este trabajo se determiné el fenotipo de resistencia natural en bovinos de la
raza Brahman mediante un ensayo bactericida con macrofagos derivados de
sangre periférica. De un total de 20 animales, se identificaron 8 (40%) resistentes
a Brucella abortus 2308, datos mayores a los reportados en bovinos europeos
(18-20%). Adicionalmente, se realizaron dos ensayos (1 R y 1 S) con

Mycobacterium bovis BCG danesa para corroborar el fenotipo obtenido.

Los resultados sugieren que el macréfago es un buen marcador fenotipico
(independientemente de la bacteria utilizada y su patogenicidad) y evidencian
una tendencia de mayor resistencia a patégenos en bovinos Bos taurus indicus;
sin embargo, para concluir esto hacen falta ensayos a mayor escala, en los que

se consideren mas factores y variables.



INTRODUCCION

RESISTENCIA NATURAL

La interaccion patdgeno-hospedador ha sido ampliamente abordada dentro del
estudio de las enfermedades infecciosas. Un aspecto que se ha revisado desde
inicios del siglo XX es la resistencia a patégenos que un hospedador puede tener
de forma inherente desde el nacimiento, fendmeno que ha sido denominado

Como resistencia innata o resistencia natural.

La resistencia natural fue definida por Hutt (1) como la capacidad inherente de
un animal de enfrentar de forma efectiva la infeccibn por patégenos sin la
necesidad de tener un contacto previo con estos, ya sea por inmunizacién o
reinfeccidn, siendo esta capacidad determinada por el genoma y heredable a su

descendencia.

Esta resistencia derivara en una falta de susceptibilidad al proceso de
enfermedad, impidiendo el asentamiento y colonizacion del agente causal de
enfermedad, debido a incompatibilidades estructurales o funcionales entre éste
y el hospedador (2). Dichas incompatibilidades podrian agruparse en los

siguientes rubros (3):

1 Incapacidad del patégeno de traspasar barreras inespecificas

1 Ausencia de receptores para union y penetracion de membranas celulares
(1 Fracaso en supervivencia dentro de la célula hospedadora

O Inhabilidad de replicacion dentro del hospedador

O Eliminacién eficaz del patdgeno, principalmente por células fagociticas



PRIMERAS OBSERVACIONES

El fendmeno de resistencia natural a bacterias y parasitos ha sido estudiado en
animales domésticos; ejemplo de esto son las primeras observaciones en
especies en las cuales por lo general se realiza un manejo genético para

preservar caracteristicas productivas en los semovientes.

En el caso de la produccion avicola, Roberts y Card (4) reportaron la existencia
de resistencia a la pulorosis aviar (causada por Salmonella Pullorum) en
parvadas de diferentes estirpes. En el estudio realizaron pruebas de aglutinaciéon
y cultivo bacteriano a partir de heces y érganos; los resultados mostraron que
estirpes como la White Plymouth Rock y White Leghorn controlaban mejor al
patdgeno, habiendo menor mortalidad, esto en comparacién con estirpes como
la Rhode Island, que mostré un alto porcentaje de aves muertas. Asimismo,
pudieron confirmar que las parvadas en las cuales se hacian cruzas
endogamicas o en las que los progenitores no cambiaban, la caracteristica de
resistencia se incrementaba, dando evidencia de la heredabilidad de esta

resistencia innata.

En la especie porcina, el estudio de la resistencia natural a Brucella suis
comenzo con un trabajo en el que se inoculé B. suis por via oral a una piara en
edad reproductiva. Se demostré que dos cerdas carecieron de seroconversion
para B. suis, reflejAndose como resultados negativos en la prueba de
aglutinacion, ademas de no ser portadoras del microorganismo, habilidad que la
progenie mostro tener en camadas seleccionadas para que sus progenitores
fueran animales resistentes, por lo que se especuld acerca de la heredabilidad

de esta caracteristica (5).

Haemonchus contortus es el nematodo gastroentérico mas importante de los
ovinos en varias regiones del mundo. Su control se basa en la aplicacion de

antihelminticos, sin embargo el uso indiscriminado de estos y la consecuente
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resistencia generada, ha llevado a buscar otras vias para el control del helminto,
como el control genético mediante el uso de pie de cria resistente a las
infecciones parasitarias (6). En un estudio realizado en India, se trabajé con un
rebafio de ovejas infestadas via oral con 1000 larvas en la fase infectante (L3)
durante 10 dias. Después de la inoculacion se realizé un conteo de los huevos
por gramo de heces mediante la prueba McMaster. Los resultados permitieron
segregar a los animales en dos grupos, el grupo de “responsivos” (conteo bajo
de huevos) y “no responsivos” (conteo alto de huevos). Se realizaron examenes
hematolégicos a los individuos mas y menos responsivos y encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de hemoglobina y conteo de
eosindfilos, siendo mayor en individuos responsivos, lo que sugirié un mejor
control de la infeccion por parte de estos individuos, los cuales podrian ser un

pie de cria ideal con cierta resistencia que podrian heredar a su progenie (7).

Este fendmeno también ha sido estudiado utilizando animales de
experimentaciébn como ratones o conejos, aunado a los bovinos, en los que la
resistencia natural a bacterias y parasitos ha sido reportada y estudiada, siendo
esta investigacion principalmente enfocada a enfermedades de importancia

econdmica y en salud publica.

La presencia del fenbmeno de resistencia natural se ha relacionado a diferentes

factores, incluyendo los genéticos e inmunoldgicos.

FACTORES GENETICOS RELACIONADOS CON LA
RESISTENCIA NATURAL

Los avances en el estudio de la resistencia natural a nivel genético se han hecho
principalmente en modelos murinos, aunque también han sido identificados en
otras especies, como los bovinos. Se han reportado diferentes genes y loci que
han sido propuestos como potenciales biomarcadores de regulacion de este
fenotipo.



Los primeros trabajos en este campo de estudio fueron aquellos que identificaron
el locus bcg, el cual fue descrito en dos formas alélicas, la que determina
resistencia (BcgR) y la que determina susceptibilidad (BcgS) a micobacterias no
patdogenas, como Mycobacterium bovis cepa BCG, M. lapraemurium y M.

intracellulare (8).

Se comprobd que la expresion de estos genes también determinaba resistencia
a otros patégenos intracelulares, como Leishmania donovani (Lsh) y Salmonella
Typhimurium (Ity). Dentro de este locus se logro identificar a Nrampl (Natural
Resistance Associated Membrane Protein-1), que codifica para una proteina de
membrana especifica de macréfagos. Fue mediante ensayos de disrupcién de
genes, que se establecio que Ity/Lsh/Bcg y Nramp 1 es el mismo locus,
identificado dentro del cromosoma 1 del modelo murino (9). Posteriormente, se
sSupo que estos genes son parte de otra familia de genes codificantes para

proteinas de membrana.

La superfamilia de genes acarreadores de solutos SLC (Solute Carrier Family),
codifica para un grupo de proteinas de membrana encargadas del transporte
pasivo de iones y de proteinas necesarias para la célula. Dentro de esta familia
se encuentra el locus SLC11, que consiste de dos genes (SLC11A1y SLC11A2)
involucrados en el secuestro y procesamiento del hierro, necesario para la
formacién del fagolisosoma, sin embargo, la identificacion de estos genes y
polimorfismos en los mismos, asi como su relacion con la resistencia natural a

patogenos, sigue siendo inconclusa (5).

Otro gen que se ha relacionado con la resistencia innata a patégenos
intracelulares es el Iprl (Intracellular Pathogen Resistance). Este gen fue
identificado dentro del locus denominado sst-1 (super-susceptibility to
tuberculosis), localizado en el cromosoma 1 del ratén. Pan y colaboradores (10)
demostraron que en cepas resistentes de ratones, el gen Iprl se encontraba
sobre expresado, lo que derivé en un eficiente control de bacterias intracelulares
como Mycobacterium tuberculosis y Listeria monocytogenes por parte de los

macrofagos. Se comprobé que el producto de la expresion de Iprl esta
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involucrado con la resistencia en animales, controlando aspectos de inmunidad

innata, muerte celular y patogénesis.

FACTORES INMUNOLOGICOS RELACIONADOS CON LA
RESISTENCIA NATURAL

Se han hecho estudios en bovinos para identificar células del sistema inmune
implicadas en el fenotipo de resistencia a patdgenos. Ejemplo de estos son los
realizados por Price y colaboradores (11), en los que se confirmé la presencia
de fenotipos diferentes en un grupo de vaquillas y vacas gestantes mediante un
desafio in vivo. Los diferentes grupos de animales fueron inoculados por via
conjuntival con 10’ UFC de Brucella abortus 2308, y posteriormente se
clasificaron en dos grupos, restrictivos y permisivos. Los restrictivos (resistentes)
lograban de cierta forma controlar la infeccién y con ello llevar a término la
gestacion, de igual manera presentaban un bajo nimero de anticuerpos y no se
logro el aislamiento de la bacteria de diversos 6rganos. Por el contrario, el grupo
de animales permisivos (susceptibles) desarrolld infeccion sistémica y por lo
tanto abortaron, encontrando también un titulo alto de anticuerpos circulantes y
la bacteria fue aislada de leche, utero, placenta y de érganos de los fetos

abortados.

Posteriormente hicieron ensayos de infeccion in vitro, utilizando macréfagos
provenientes de glandula mamaria y de sangre periférica de ambos grupos, a los
gue desafiaron con un in6culo de Brucella abortus 2308 opsonizada.
Demostraron que los macréfagos mamarios y los provenientes de sangre
periférica difieren significativamente en la capacidad de contener a la bacteria in
vitro, siendo mas efectivos los macréfagos provenientes de la glandula mamaria,
sin embargo, los ensayos con ambas células mostraron una fuerte correlaciéon
con el desafio in vivo (75% y 82%, respectivamente) y el fenotipo obtenido con
el ensayo, por lo que se especuld que los macrofagos estaban asociados con el

fenotipo de resistencia a la brucelosis bovina (11).



A partir de estos resultados, diversos grupos de estudio indagaron el papel de
los macréfagos en la resistencia natural, uno de estos fue el de Qureshi y
colaboradores (12), quienes propusieron un ensayo bactericida (descrito en el
apartado Material y Métodos) utilizando células mononucleares de sangre
periférica diferenciadas a macrofagos de vaquillas F1 (Bos taurus x Bos indicus),
siendo infectados con 4 bacterias diferentes. Encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el control de Brucella abortus 2308,
Mycobacterium bovis BCG y Salmonella Dublin, postulando asi que su ensayo
es capaz de identificar animales resistentes y susceptibles y proponiendo puntos
de corte establecidos mediante analisis de desviacion estandar, siendo 70%,
65% y 100% de sobrevivencia intracelular de las bacterias inoculadas,

respectivamente.

MACROFAGOS

Los macréfagos derivados de monocitos son una poblacion celular de leucocitos
presentes y conservados en todos los vertebrados, representando del 4 al 10%
de las células nucleadas de sangre. Son las células con mayor plasticidad del
sistema hematopoyético, por lo que estan presentes practicamente en todos los
tejidos, estando en constante cambio de sus capacidades funcionales en
respuesta a alteraciones en la estructura o funcion de tejidos, variaciones
ambientales y sefales tanto del sistema inmune innato como del adaptativo
(13,14).

Los macrofagos derivan de células mononucleares presentes en sangre
periférica (PBMC), que migran a los tejidos en respuesta a sefales
proinflamatorias. Las PBMC se desarrollan de un progenitor de origen mieloide
en organos linfoides primarios, incluyendo el higado fetal y principalmente la
médula ésea, mediante un proceso derivado de la hematopoyesis llamado

mielopoyesis (13).



Las células troncales hematopoyéticas (HPC) dan origen a los progenitores
mieloides comunes o progenitores multipotentes (MPC) que posteriormente se
transformaran a progenitores granulo-monociticos (GMP), los cuales derivan en
las células precursoras o progenitoras mieloides, que representan cerca del 90%
de las células presentes en médula 6sea. Estas células a su vez dan origen a las
unidades formadoras de colonias granulociticas (CFU-G) y monociticas (CFU-
M), que madurardn a monoblastos, promonocitos y monocitos, los cuales
incrementan su actividad proliferativa en médula ésea en respuesta a estimulos
principalmente inflamatorios, ocasionando una monocitosis transitoria. Estos
monocitos eventualmente llegan a los tejidos blanco, donde se diferencian a

macrofagos. Figura 1.

MPC GMP CFU-M Monoblasto Promonocito

Monocito

Macréfagos circulantes y activados en tejidos
(Osteoclastos, macréfagos alveolares, células de Kuppfer, células de la microglia, etc.)

Figura 1. Proceso de mielopoyesis (Adaptado de Mosser DM, Edwards JP.
Exploring the full spectrum of macrophage activation. En: Nature Reviews
Immunology. 2008. Pp: 958-69.)

Este proceso estd mediado por varios genes y factores de transcripcion, que
ocasionan la expresion de diferentes marcadores de superficie en estas células,
siendo el CD14 el principal implicado (y en menor medida CD16), encontrdndose
fuertemente expresado en monocitos y la mayoria de macréfagos en tejidos,

pero con poca o nula expresion en monoblastos y promonocitos, por lo que la
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identificacion de células CD14+ sirve como método de identificacion de estos

subtipos celulares (15).

RESISTENCIA NATURAL EN BOVINOS Bos taurus taurus
ASOCIADA A MACROFAGOS

Se ha propuesto que los macréfagos pueden ser un buen marcador del fenotipo
de resistencia y susceptibilidad en el modelo bovino, lo cual se sustenta en
diversos estudios en los que se evalua la replicacién intracelular y fagocitosis de

bacterias patdégenas y apatdégenas.

En un trabajo de Gutiérrez-Pabello y Adams (16), realizaron ensayos
bactericidas como el propuesto por Qureshi (12) utilizando Mycobacterium bovis
Cepa El paso, la cual fue aislada de lesiones tuberculosas de un bovino reactor
a la prueba de tuberculina. Se usaron macrofagos de bovinos Bos taurus taurus
previamente fenotipificados como resistentes y susceptibles con un desafio in
vivo con B. abortus. El fenotipo de los macrofagos de estos bovinos se
correlacion6 con el estudio in vivo, encontrando diferencia significativa entre
individuos resistentes y susceptibles, con lo que se comprob6 que el ensayo
propuesto también muestra la diferencia en el control intracelular bacteriano

cuando se usa una cepa virulenta como modelo.

De igual forma, se ha logrado demostrar la relacion entre la capacidad
bactericida del macrofago bovino y la produccion de oOxido nitrico por estas
células. Esquivel-Solis y colaboradores (17) obtuvieron monocitos derivados de
sangre periférica de 24 bovinos de la raza Holstein-Friesian; estos monocitos
fueron posteriormente diferenciados a macréfagos, con los cuales se realizé un
ensayo bactericida infectandolos con Mycobacterium bovis BCG Danesa y las
cepas patdégenas (de M. bovis) 9926 y 129QP, con lo que se obtuvo el fenotipo
de resistencia de estos macréfagos, descubriendo un total de 3 individuos
resistentes (12.5%). Adicionalmente se midi6 la produccién de éxido nitrico en
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macrofagos de ambos fenotipos mediante la reaccién de Griess; este ensayo
mostro una diferencia significativa en la produccion de nitritos por las células ante
el estimulo de LPS y/o la micobacteria, siendo mayor en los individuos

previamente fenotipificados como resistentes que en los susceptibles.

De igual forma se hizo la correlacidon entre el fenotipo de resistencia y la
capacidad de los macréfagos en realizar apoptosis, muerte celular que ha sido
relacionada con un efectivo control de patégenos. Mediante la tincion de yoduro
de propidio se observé una tendencia de mayor presencia de células con
cromatina condensada (caracteristico en células apoptoticas) en macréfagos de

individuos resistentes que en los macréfagos fenotipificados como susceptibles.

El efecto de la activacion clasica y alterna de los macrofagos bovinos también ha
sido evaluado. En un estudio llevado a cabo por Castillo-Velazquez y
colaboradores (18) se relacion6 el fenotipo de resistencia en bovinos Bos taurus
taurus (obtenido mediante ensayos bactericidas), y los diferentes perfiles de
citocinas producidos en una activacion clasica y alterna de macréfagos, en donde
se demostré que la activacién por via clasica de los macréfagos de animales
resistentes, produjo una mayor cantidad de las citocinas proinflamatorias TNF-a,
IL-1 e IL-6 (cuantificada mediante la expresion de genes en una PCR en tiempo
real), aunado a la produccién de éxido nitrico (medido por la reaccién de Griess)

ante un estimulo con IFN-y y/o lipopolisacarido (LPS) bacteriano.

Esta evidencia comprueba que el ensayo bactericida originalmente propuesto
por Qureshi, es una buena herramienta para fenotipificar individuos como
resistentes y susceptibles, independientemente de las bacterias y cepas
utilizadas, sean estas patdégenas o apatdgenas, correlacionando el fenotipo de

resistencia con la respuesta de estas células ante determinados estimulos.
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RESISTENCIA NATURAL EN BOVINOS Bos taurus indicus

Otro aspecto que se ha revisado sobre la resistencia a enfermedades
infecciosas, son las diferencias que hay en el control de enfermedades entre
diferentes razas y subespecies en animales productivos, y los bovinos no son la
excepcion, ya que se han observado diferencias en el control de enfermedades

entre bovinos europeos (Bos taurus taurus) y bovinos cebus (Bos taurus indicus).

La subespecie bovina Bos taurus indicus es originaria de Asia. El uso de estos
bovinos en la ganaderia es recurrido debido a caracteristicas fisicas vy
productivas atractivas para los productores, como la alta tolerancia al calor y
condiciones adversas que presentan algunas regiones geograficas, asi como la
poca permisividad a la infestacién por parasitos externos e internos, por lo que
son ampliamente utilizados en programas reproductivos, realizando

cruzamientos selectivos con bovinos de la subespecie Bos taurus taurus (19).

En un estudio de Bock y Kingston (20) se evaluo la resistencia innata de bovinos
B. taurus indicus de la raza Brahman y de cruzas F1 con la raza Charolais (B.
taurus taurus) a diferentes especies de Babesia spp., protozoario transmitido por
la garrapata Boophilus microplus. Los grupos fueron puestos en praderas
infestadas y se evalué la cantidad de garrapatas en los bovinos, asi como la
presencia de anticuerpos y signos clinicos de babesiosis. Ambos grupos
presentaron seroconversion para Babesia spp. a los 35 dias, presentandose
titulos de anticuerpos mayores en los bovinos F1, aunado a que el 75% de este
grupo presentd una anemia severa en comparacion con el 36% de los bovinos
Brahman. Se presentaron signos clinicos severos en cerca del 20% de las cruzas
y muerte de dos individuos, siendo 10 veces menos los casos de enfermedad

grave en los bovinos cebl y sin presentarse mortalidad.

Asi mismo, Bakheit y Latif (21) comprobaron mediante un desafio in vivo que los
bovinos Holstein son notablemente mas susceptibles a la infeccion por el
parasito intracelular Theileria annulata en comparacion con bovinos cebu de la

raza Kenana.
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Recientemente, Mittal y colaboradores (22) estudiaron la posibilidad de una
predisposicion racial entre subespecies bovinas, a abortos ocasionados por
Brucella abortus. El trabajo fue realizado en India en una produccion lechera con
ganado Frieswal (resultante de la cruza de bovinos Holstein Friesian con cebus
de la raza Sahiwal) y bovinos Sahiwal puros. Mediante pruebas serologicas,
moleculares y aislamiento del agente, constataron que, de la totalidad de abortos
en el hato, la mayoria de estos (45%) eran provenientes de bovinos Frieswal,
presentandose en menor medida en las razas cebuinas puras, lo que podria
indicar cierta predisposicion a la brucelosis bovina determinada por el genotipo

del ganado europeo.

Adicionalmente, Vordermeier y colaboradores (23) realizaron un estudio
epidemioldgico en Etiopia en el que encontraron diferencias en el control de la
tuberculosis bovina entre ganado Holstein y Cebu (principalmente de la raza Arsi)
mantenidos en condiciones de pastoreo, esto mediante la comparacién de
resultados de la prueba intradérmica, examen post-mortem y bacteriologia. La
prevalencia de la enfermedad fue menor en razas cebuinas que en ganado
Holstein; ademas, la severidad de las lesiones encontradas en la necropsia fue
menor en ganado cebl y sus cruzas, en comparacion con el Holstein, aunado a
los valores menores obtenidos en la prueba intradérmica y el examen

bacteriologico.

La evidencia presentada sugiere que los bovinos de la subespecie Bos taurus
indicus son menos permisivos a patdégenos, lo que da pie a especular qué es lo
que esta definiendo esta resistencia en comparacion a los bovinos de origen
europeo (Bos taurus taurus). Pese a la investigacion realizada, aun se
desconoce si las subespecies cebuinas son mas resistentes a patégenos
bacterianos que las razas de bovinos de origen europeo, asi como el papel
preciso de los macrofagos derivados de sangre periférica en este fendmeno,
considerando que estas células del sistema inmune han mostrado ser un buen

marcador sobre el fenotipo de resistencia a patdégenos intracelulares.
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JUSTIFICACION

El estudio de la resistencia natural a patdgenos de interés veterinario comenzo
en los inicios del siglo XX, pero con el auge de los antibidticos y antiparasitarios
esta caracteristica deseable se fue olvidando. Sin embargo, el uso indiscriminado
de dichos productos ocasioné el surgimiento de bacterias y parasitos resistentes
a farmacos, por lo que es necesaria la busqueda de nuevas estrategias de

control de microorganismos que merman la produccién animal.

El uso de razas cebuinas con fines zootécnicos esta ampliamente distribuido en
algunas regiones tropicales, y es sabido que estos animales suelen ser menos
permisivos a la colonizacion de agentes patdgenos bacterianos y parasitarios,
asi como a la consecuente enfermedad. Por lo tanto, es necesario el estudio de
los mecanismos que podrian regular esta resistencia, para que, mediante
cruzamientos selectivos, se pueda obtener animales con parametros productivos
aceptables y que sean menos propensos a enfermarse, lo que derivaria en

menores mermas a los productores.

Por lo tanto, la identificacion de individuos con mayor resistencia a patégenos
bacterianos de vida intracelular permitird iniciar diferentes acercamientos
cientificos para incrementar la resistencia natural de los hatos, lo que podria
repercutir en una menor incidencia de enfermedades de importancia econémica

y para la salud publica.

HIPOTESIS

El fenotipo de resistencia natural a patégenos intracelulares esta presente con
mayor frecuencia en bovinos Bos taurus indicus que en bovinos Bos taurus
taurus, el cual puede ser evidenciado mediante la capacidad bactericida de los
macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar el fenotipo de resistencia natural a patégenos bacterianos de vida
intracelular en bovinos Bos taurus indicus mediante ensayos bactericidas con
Brucella abortus 2308 para asociarlo con los perfiles fenotipicos observados en

la subespecie Bos taurus taurus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Generar un biobanco celular mediante la extraccion y congelacion de
células mononucleares de sangre periférica de donadores Bos taurus
indicus para la realizacion de ensayos bactericidas

e Realizar ensayos bactericidas con macréfagos de bovinos Bos taurus
indicus infectados con Brucella abortus 2308 para identificar fenotipos de

resistencia natural a bacterias intracelulares.

-14 -



MATERIAL Y METODOS

ANIMALES

Para el presente estudio se trabajé con un hato de bovinos Bos taurus indicus
perteneciente al Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Ganaderia
Tropical (CEIEGT) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México. Este hato es cerrado y libre de
enfermedades de campafia nacional, como brucelosis y tuberculosis. Se
seleccionaron 30 bovinos hembras con las siguientes caracteristicas: raza
Brahman blanco puro, mayores a 2 aflos de edad, que no estuvieran gestantes

y se encontraran clinicamente sanas.

Todos los procedimientos fueron previamente aprobados por el Comité Interno

para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA), con el nUmero de protocolo 615.

GENERACION DE BIOBANCO CELULAR

Se genero un biobanco de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
extraidos mediante una modificacion del protocolo de Campbell y Adams (24).
Se colectd asépticamente sangre periférica mediante puncion de la vena yugular,
utilizando jeringas de 60 ml con 3. 5 ml de anticoagulante 4cido citrico dextrosa
(ACD) [75 mM citrato trisodico, 41.6 mM &acido citrico, 135 mM glucosa, pH 5.0]
por cada 30 ml de sangre. La muestra se proceso dentro de las primeras 4 horas

después de su obtencion.

La jeringa con sangre completa se desinfectd con etanol al 70% y se desecho la
sangre presente en la punta de la jeringa. Posteriormente, la sangre completa se
transfirié a tubos de centrifuga de 50 ml y se centrifug6 a 800 xg por 30 minutos
a temperatura ambiente (TA) para obtener la capa flogistica. Esta capa se

recupero en otro tubo y se aforé a 30 ml con PBS-Citrato (PBS-C) [1.5 mM cloruro
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de sodio, 9.1 mM fosfato de sodio monobasico, 1.25 fosfato de sodio dibasico,
125 mM A&acido citrico trisddico, pH 7.4]. Esta suspension se depositd
cuidadosamente sobre 15 ml (relacién 2:1) de una solucidon de polisucrosa y
diatrizoato de sodio con densidad especifica de 1.077 g/ml llamada Histopaque-
1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri), evitando que ambas fases se mezclen.
Este tubo se centrifugé a 400 xg durante 30 minutos a TA. Con una pipeta de
transferencia se recuperé la interfase de células mononucleares y se realizaron

3 lavados con 35 ml de PBS-C, centrifugando a 350 xg por 15 minutos a TA.

Antes del ultimo lavado se reservaron 50 pl para realizar la evaluacion de
viabilidad y conteo celular (CC) en una camara de Neubauer, haciendo una
dilucion 1:3 con PBS-C y 1:1 azul tripano (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri)
(dilucion final 1:4). Se cargaron 10 pl en ambos cuadrantes de la camara y se
realizo el CC. El numero total de células obtenidas se calculd de la siguiente

forma:

CT =CC/CCC * 10000 * FD * ml

CT = Células totales

CC = Conteo Celular

CCC = Cuadrantes Contados de Camara (8)

10000 = Capacidad total de la camara de neubauer
FD = Factor de Dilucién (4)

ml = ml totales de suspension celular (35)

El nimero total de células obtenidas se resuspendié a una concentracién de
2x107/ml de medio de congelacion, el cual constaba de suero fetal bovino (SFB)
(Gibco, Grand Island, New York) y 10 % dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri), esterilizado por filtracion en membrana de 20 um. Una vez
resuspendidas las células en este medio se depositd6 1 ml en viales de

criogenizacion.

Para realizar la criogenizacion, los viales se colocaron a temperatura de

congelacion (-12 a -20°C) durante 20 minutos. Tras este periodo, se expusieron
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a vapores de nitrégeno (-80°C), procurando que no tocaran el nitrégeno liquido
durante 20 minutos, para posteriormente colocarlos en varillas de aluminio y en

el nitrégeno liquido (-195°C) hasta su utilizacion.

OBTENCION DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS
DE SANGRE PERIFERICA

Los viales obtenidos del biobanco se descongelaron en bafio maria a 37°C
durante 90 segundos o0 hasta observar que quedara una minima parte
congelada. Tras esto los viales se desinfectaron con etanol al 70% y el contenido
se transfirié con micropipeta a un tubo de centrifuga de 15 ml con 8 ml de medio
“‘Roswell Park Memorial Institute” 1640 complementado (cCRPMI 1640) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri), dejandolo caer lentamente por las paredes del tubo,
el cual se centrifugd a 122 xg durante 10 min para retirar el medio de
congelacion. Se realizaron 3 lavados al boton celular obtenido, resuspendiéndolo
en 8 ml de cRPMI 1640 y se centrifugd en las mismas condiciones antes
descritas.

Después del ultimo lavado, el boton celular se resuspendié en 2 ml de medio
cRPMI 1640 y se dispusieron 700 pl por pozo en una placa para cultivo celular
de poliestireno de 24 pozos con fondo plano (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri
No. Cat. 3526). Se dej6 la placa incubando a 37°C con 5% de CO2 y atmdsfera
hameda durante 2 horas, para permitir la adherencia de las células al fondo del
pozo. Tras este periodo, el sobrenadante se pasé a otro pozo de la placa y se
reemplazé con cRPMI 1640 suplementado con 12% de suero autologo de los
bovinos, para su incubacion final en las mismas condiciones de temperatura,
humedad y CO2. Los monocitos obtenidos por adherencia fueron mantenidos en
las mismas condiciones antes descritas, realizando cambios de medio cada 3
dias hasta su diferenciacion a macrofagos, la cual se dio tras 12 dias de

incubacion.
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COSECHA DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS

Al observarse que los monaocitos se diferenciaron a macréfagos se despegaron
de la placa de cultivo celular, para lo cual se les retiré el medio que contenian y
se les adicion6 1 ml de EDTA 2mM en PBS 1x (EDTA 2mM, 1.5 mM cloruro de
sodio, 9.1 mM fosfato de sodio monobasico, 1.25 fosfato de sodio dib&sico, pH
7.4), dejando incubar a 37°C, 5% CO2 y atmoésfera himeda durante 25 minutos.
Tras este periodo de incubacion las células se despegaron con pipeteo gentil y
el contenido se transfirid a un tubo de 15 ml, reservando 50 pl para realizar
conteo de viabilidad celular para después centrifugar a 500 xg en temperatura
de refrigeracion durante 10 minutos. Durante el periodo de centrifugacion se
realiz6 el conteo de viabilidad celular en una camara de Neubauer
(hemocitbmetro). Se retir6 el sobrenadante del tubo y el boton celular se
resuspendid en cRPMI 1640 con suero autélogo al 12% necesario para que la
suspensién celular quedara a una concentracion de 1000 células/pl.
Posteriormente, los macréfagos fueron sembrados en placas de Terasaki
estériles (Nunclon Surface ™, NUNC) a una concentracion de 1x104 macréfagos
por pozo y se incubaron durante no mas de 24 hrs a 37°C, 5% de CO2 y en una

atmoésfera himeda, hasta su utilizacion en el ensayo bactericida.

FENOTIPIFICACION DE MACROFAGOS

Para corroborar que las células fueron diferenciadas a macréfagos se midié la
expresion del marcador de superficie CD14 mediante citometria de flujo. Para
esto, un lote representativo de las células fueron descongeladas, cultivadas y
cosechadas acorde al protocolo antes descrito y se resuspendieron a una
concentracion de 1x10° células/ml en buffer (EDTA 2mM en PBS 1x y 10% de
albumina sérica bovina). Posteriormente se agrego el anticuerpo contra CD14
marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) acorde al protocolo del
fabricante (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) y se procesaron en un citbmetro
BD FACS Aria llu, perteneciente al Laboratorio de Citometria de Flujo del Centro

de Instrumentos del Hospital de Especialidades “Siglo XXI”. Los datos obtenidos
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en el citdmetro fueron analizados con ayuda del software FlowJo (Becton,

Dickinson and Company, Franklin Lakes, Nueva Jersey).

ELABORACION DE INOCULO DE Brucella abortus 2308

Para realizar la infeccién de los macréfagos se realizé un inéculo de Brucella
abortus 2308, cepa amablemente donada por la Dra. Beatriz Arellano Reynoso.
Todo el proceso de elaboracion y cuantificacion de los indculos, asi como los
ensayos bactericidas, fueron realizados en la Unidad de Bioseguridad del

Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM.

La cepa se creci6 en agar tripticasa soya (TSA) (MCD Lab, Tlalnepantla, Edo. de
México) durante 72 hrs. Tras este tiempo se tomaron 5 colonias con un asa
microbioldgica y se sembraron en 10 ml de caldo Luria Bertani (LB) (DIBICO,
Cuautitlan, Edo de México) y se incub6 en agitacion a una temperatura de 37°C
durante 24 hrs. Posteriormente se tom6 1 ml de este caldo con crecimiento
bacteriano, se inoculé en 9 ml de caldo LB y se incubd en agitacion a 37°C por 4
hrs. Una vez transcurrido este periodo, se tomd 1 ml del caldo y se sembré en

49 ml de caldo LB, incubando en agitacion a 37°C durante 18 hrs.

Una vez que se tuvo este crecimiento bacteriano, el caldo se transfirié a tubos
de centrifuga de 50 mly se centrifugd a 1852 xg durante 25 minutos a 4°C. Tras
esto, se decanto el sobrenadante y se resuspendi6 el boton celular en 25 ml de
PBS 1x [1.5 mM cloruro de sodio, 9.1 mM fosfato de sodio monobésico, 1.25
fosfato de sodio dibasico, pH 7.4] para hacer lavados, repitiendo el proceso en

dos ocasiones.

Tras el ultimo lavado la pastilla celular se resuspendié y homogenizé en 20 ml
de cRPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri), tras lo cual se dispuso en

alicuotas de 1 ml en tubos de 1.5 ml estériles y estos se mantuvieron a -72°C

hasta su utilizacion.
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CUANTIFICACION DE INOCULO DE Brucella abortus 2308

El vial de B. abortus se descongel6é a temperatura ambiente y se realizaron
diluciones décuples seriadas del mismo. Posteriormente, se sembraron 100 pl
de las diluciones seleccionadas (10) en toda la superficie de placas de agar
TSA, las cuales se incubaron a 37°C durante 48 hrs.
Las unidades formadoras de colonias (UFC) obtenidas se contaron y se obtuvo

el nimero total de UFC por mililitro de la siguiente forma:

UFC/ml = UFC * FD * 10

UFC = Unidades Formadoras de Colonias
FD = Factor de dilucion

10 = multiplicacion para obtener las UFC en el mililitro del inéculo original

La cuantificacion se realizo por triplicado a 3 indculos diferentes, para obtener un

promedio de UFC/mI del lote total de in6culos generados.

ENSAYO BACTERICIDA

El ensayo bactericida se realizé acorde al propuesto por Qureshiy colaboradores

(12) con las siguientes modificaciones:

Se trabaj6 a la par en dos placas de Terasaki, cada una contenia tres pozos con
macréfagos a una concentracién de 1x10% por pozo. En una placa se evalud la
fagocitosis de las células (TO) y en la otra la supervivencia intracelular de las
bacterias a las 12 hrs (T1). Como control positivo se utilizé un indculo bacteriano

a una concentracion de 1x106, diluyendo el inéculo original en medio cRPMI.

Se les retird el medio a los pozos con macrofagos, reemplazandolo por medio
con bacterias a una multiplicidad de infeccion (MOI) 5:1 (5 bacterias por célula).

Para evaluar la viabilidad del in6culo, en ambas placas se colocé un pozo con la
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misma cantidad de bacterias en medio cRPMI y sin células. Se incubaron durante

30 minutos a 37°C, 5% CO2 en una atmodsfera hiumeda.

Tras este periodo de incubacion se eliminaron las bacterias extracelulares que
no fueron fagocitadas, para lo cual se retird6 el medio a los macrofagos y se
reemplazé con gentamicina a 40ug/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) en
PBS 1x, disponiendo 10 pl del antibiético por pozo y se incubd durante 60
minutos en las condiciones descritas anteriormente. Al pozo que contenia solo
bacterias de la placa TO también se le agregaron 10 pl gentamicina, para que

funcionara como control de eficacia del antibiético (Control de gentamicina).

Durante este periodo de incubacién se realizaron diluciones décuples seriadas
del in6culo utilizado para corroborar que se ocupé la MOI adecuada (Control de
indculo), por lo cual se prepararon tubos de 1.5 ml con 450 pl de PBS 1x, en los
cuales se hicieron las diluciones correspondientes. Se seleccionaron las
diluciones 10y 10*y de éstas se tomaron 100 pl, los cuales fueron sembrados
en placas de agar TSA con un diseminador bacteriano y se incubaron a 37°C
durante 48 hrs, tras lo cual se contaron las UFC obtenidas y se calcularon las

UFC/mIl de la forma descrita anteriormente.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion con la gentamicina, se retiré el
antibiotico y fueron realizados 3 lavados con medio cRPMI; a partir de este
momento se trabajd con las placas por separado como se describe a

continuacion:

Las células de la placa TO fueron lisadas con Triton 100x al 1% (Bio-Rad,
Hercules, California) en PBS 1x, retirando previamente el medio que tenian y se
incubo6 a temperatura ambiente 5 min. El lisado celular se recuper6 en tubos de
1.5 ml con 450 pl de PBS 1x, se hicieron 4 lavados de los pozos utilizando PBS
1x y se recuperaron en el mismo tubo. Se realizaron dos diluciones décuples
seriadas de este tubo, de las cuales se tomaron 100 pl que fueron sembradas
en placas de agar TSA con un diseminador bacteriano y se incubaron a 37°C
durante 48 hrs. Tras esta incubacion se contaron las UFC obtenidas y se

calcularon las UFC/ml.
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Tras los lavados con medio RPMI, a cada pozo con células de la placa T1 se le
agregaron 10 pl de medio RPMI con suero autélogo al 12%. Al pozo que
Gnicamente contenia bacterias, se le agregaron 10 pl de medio cRPMI para evitar
gue se secara (Control de crecimiento) y se dej6 incubando a 37°C, con 5% CO2
en una atmoésfera humeda durante 12 horas, tiempo correspondiente al de un
ciclo y medio del tiempo de duplicacion de la bacteria. Una vez terminada la
incubacion, las células fueron lisadas, diluidas y sembradas de la misma forma

que en la placa TO.

El contenido de los pozos del control de gentamicina y control de in6culo de
ambas placas también fue recuperado, diluido y sembrado de la misma forma,

eligiendo para ello la diluciéon 101y 104, 10°, respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO

Cada ensayo se hizo por triplicado de pozos con el mismo tratamiento, y dos
veces de forma independiente, utilizando células e indculos diferentes. El
porcentaje de supervivencia intracelular del T1 fue obtenido con las UFC/mI
obtenidas en esta placa en proporciéon con las obtenidas en el TO. Los resultados
son expresados como la media del porcentaje de supervivencia intracelular
obtenida en ambos ensayos +/- la desviacién estandar de los datos. El punto de
corte establecido para definir el fenotipo de resistencia es 70% para Brucella

abortus.

Para el analisis de los datos obtenidos se llevo a cabo la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney; un valor de P < 0.5 se consideré como significativo.

El andlisis estadistico, asi como las graficas presentadas fueron realizadas con

el programa GraphPad Prism version 8.4.1 (GraphPad Software, LLC).
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RESULTADOS

BIOBANCO CELULAR

Se realiz6 el sangrado, extraccion de células mononucleares de sangre periférica

y congelacion de las mismas de un total de 30 bovinos de la raza Brahman

blanco, hembras no gestantes de 2 a 15 afios de edad. El promedio de PBMC

extraidos por animal fue de 1.36x108 por jeringa de 60 ml de sangre completa.

Los resultados de este muestreo se compilan en la Tabla 1.

NO. ANO DE PBMC
IDENTIFICACION | NACIMIENTO | OBTENIDOS
864-2 2012 163,000,000
980-4 2014 170,400,000
796-1 2011 170,000,000
972-4 2014 36,160,000
792-1 2011 213,100,000
954-4 2014 164,000,000
964-4 2014 164,000,000
975-4 2014 185,000,000
871-2 2012 84,400,000
895-3 2013 141,600,000
952-4 2014 118,400,000
976-4 2014 104,800,000
787-1 2011 95,200,000
824-3 2013 16,150,000
666-9 2009 105,750,000
87-7 2007 198,000,000
78-8 2009 130,900,000
814-3 2003 78,050,000
764-8 2009 191,100,000
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808-2 2002 204,750,000
880-2 2012 121,000,000
42-6 2006 148,275,000
49-7 2007 75,600,000

367-6 2016 116,900,000
349-6 2016 85,000,000

171-8 2009 190,775,000
251-8 2009 112,000,000
63-6 2006 179,500,000
48-6 2006 221,750,000
799-1 2011 122,000,000

Tabla 1. Cantidad de PBMC totales extraidos y congelados a partir de sangre
periférica de bovinos Bos taurus indicus

OBTENCION DE MACROFAGOS DERIVADOS DE PBMC

Tras la descongelacion de las diferentes muestras del biobanco celular, se logré
la adherencia y diferenciacion a macrofagos de un total de 20 de las 30 muestras,
las cuales muestran una membrana bien definida que da una forma circular,
citoplasma granular y son refringentes al observarse en microscopio (Figura 2A).
Para confirmar este resultado, se realizd una citometria de flujo, con la cual se
determind que el 99.4% de las células incubadas durante 12 dias presentaron la
expresion del marcador de superficie CD14 (Figura 2B). Las células con
viabilidad y concentraciones adecuadas fueron utilizadas para los ensayos

bactericidas.
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Figura 2. Monocitos derivados de células mononucleares de sangre periférica
de bovino. A) Fotografia representativa de células adheridas en placa de cultivo
celular observadas en microscopio invertido a 40X. B) Citometria de flujo de la
expresion del marcador CD14. Se muestra un dot plot de granularidad y emision
de autofluorescencia, asi como la derivada de la union del conjugado FITC-
CD14. En azul, cercano al eje de las abscisas se muestra la autofluorescencia
de las células; del lado derecho, en color rojo, las células con fluorescencia
emitida tras la conjugaciébn con el anticuerpo anti-CD14. Experimento
representativo de 2 réplicas independientes.

INOCULO DE Brucella abortus 2308

La cuantificacion de tres lotes de Brucella abortus 2308 fue muy similar, en

promedio los inéculos mostraron una viabilidad de 1X10° (Tabla 2).

FECHA UFC/ml
05/06/2018 806,600,000
17/07/2018 1185,000,000
02/02/2019 1036,000,000
PROMEDIO 1009,200,000

Tabla 2. Concentracion (expresada en UFC/ml) de los diferentes lotes de inéculos de
Brucella abortus 2308 utilizados. Datos representativos de 3 repeticiones
independientes, cada una hecha por triplicado.
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ENSAYOS BACTERICIDAS

Tras la descongelacion de los diferentes lotes de PBMC de los bovinos, pudimos

observar que no todas las muestras fueron viables para llevarlas hasta su

diferenciacion y cosecha para el ensayo, logrando un total de 20 ensayos

realizados (Tabla 3).

NO. % FENOTIPO
IDENTIFICACION | SOBREVIVENCIA
INTRACELULAR

764-8 26,47 Resistente
367-6 44,89 Resistente
796-1 46,55 Resistente
964-4 47,01 Resistente
799-1 63,93 Resistente
880-2 64,66 Resistente
349-6 66,79 Resistente
954-4 67,66 Resistente
864-2 73,63 Susceptible
792-1 76,36 Susceptible
952-4 85,19 Susceptible
666-9 87,50 Susceptible
975-4 88,41 Susceptible
48-6 97,10 Susceptible
171-8 107,66 Susceptible
808-2 130,79 Susceptible
824-3 135,38 Susceptible
87-7 155,40 Susceptible
251-8 156,52 Susceptible
980-4 162,08 Susceptible

Tabla 3. Porcentaje de sobrevivencia de Brucella abortus 2308 en
bovinos para su fenotipificacion (Representado como el promedio de los 3
resultados intraensayo y de las 2 repeticiones independientes).

macrofagos
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Los resultados de los ensayos mostraron que 40% (8) de los individuos
controlaron de mejor manera a la bacteria intracelular, siendo menor al 70% el
porcentaje de UFC recuperadas en comparacion a la cantidad con la que fueron
desafiados. Por otro lado, 60% (12) no tuvieron un eficiente control de la bacteria,
siendo mayor al 70% las UFC recuperadas, inclusive la mitad de estos tuvo un
porcentaje de sobrevida mayor al 100%, lo que indicaria que todas las bacterias
con las que se hizo la infeccion pudieron replicarse al menos una vez, por lo que

se clasificaron como susceptibles (Figura 3).
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Figura 3. Fenotipificacion de macrofagos bovinos expresada en porcentaje de
supervivencia intracelular de Brucella abortus 2308. La linea punteada indica el
punto de corte establecido en 70%.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos permitieron clasificar a los individuos en dos grupos, el

de resistentes, con una media de crecimiento intracelular de la bacteria de

53.49%, y el de susceptibles, que tuvo una media de 113.06%, siendo la

diferencia entre estas medias estadisticamente significativa con un valor P
<0.0001 (Tabla 4, Figura 4).

FENOTIPO MEDIA DEL DESVIACION NUMERO DE
GRUPO ESTANDAR INDIVIDUOS
Resistente 53.49 14.66 8
Susceptible 113.06 33.29 12

Tabla 4. Media y desviacion estandar de los grupos resistentes y susceptibles
obtenidos mediante ensayos bactericidas de los bovinos fenotipificados
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Figura 4. Distribucién de los fenotipos y grupos resultantes obtenidos por la
infeccion de macrofagos bovinos con Brucella abortus 2308. La linea punteada
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indica el punto de corte establecido en 70%. P < 0.0001. (1: Resistentes; 2:
Susceptibles)

VALIDACION DE ENSAYO BACTERICIDA

Una vez realizados los ensayos bactericidas, utilizamos otra bacteria intracelular
para corroborar la eficacia del ensayo en la fenotipificacion de macroéfagos,
independientemente de la bacteria utilizada como modelo. En este caso se optd
por trabajar con Mycobacterium bovis BCG subcepa danesa, utilizando un animal
previamente identificado como resistente y otro como susceptible mediante el

ensayo con B. abortus. (Anexo 1).

Los resultados reflejan que, a pesar de la variacion en el porcentaje de sobrevida,
el fenotipo obtenido con B. abortus se mantiene utilizando M. bovis como modelo,
lo cual sugiere que el ensayo propuesto podria ser una herramienta Gtil para
definir el fenotipo de los macréfagos de diferentes individuos al ser expuestos a
diferentes bacterias intracelulares, independientemente de su patogenicidad.
(Tabla 5, Figura 5)

NO. SOBREVIVENCIA | SOBREVIVENCIA FENOTIPO
IDENTIFICACION | INTRACELULAR INTRACELULAR OBTENIDO
CON B. abortus CON M. bovis
2308 BCG danesa
796 -1 46.55% 44 .53% Resistente
980 -4 162.08% 90.90% Susceptible

Tabla 5. Comparacion del porcentaje de sobrevivencia de B. abortus y M. bovis
en macréfagos bovinos.
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Figura 5. Porcentaje de sobrevida de B. abortus y M. bovis en macréfagos de
bovinos fenotipificados como resistentes y susceptibles. Linea solida: Punto de
corte establecido para B. abortus; linea punteada: Punto de corte establecido
para M. bovis.
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DISCUSION

En el presente trabajo se realizO un ensayo bactericida con macréfagos
derivados de PBMC de bovinos donadores de la subespecie bovina Bos taurus
indicus. Mediante este ensayo se detectd un total de 8 (40%) animales
resistentes, porcentaje mayor al reportado por autores en diversos trabajos
(12,16-18) en bovinos Bos taurus taurus, en los que se obtiene un porcentaje
gue oscila entre el 9 y 20% de animales resistentes utilizando el mismo ensayo.
Los resultados son concordantes con los obtenidos por Qureshi y colaboradores
(12), quienes obtuvieron una menor cantidad de animales resistentes en
comparacion con los susceptibles, siendo los resistentes los que tenian una
menor dispersion en los datos, tendiendo a agruparse hacia la media del grupo

o fenotipo (Figura 5).

Se observa una tendencia de mayor resistencia a patdgenos intracelulares en
subespecies cebuinas, mas no se puede asegurar que la resistencia en estos
animales esta totalmente determinada por la accion fagocitica y bactericida de
los macréfagos, puesto que en este tipo de ensayos in vitro, aunque se controla
la mayor parte de variables posibles, no considera otros factores que pueden
influir en la respuesta a patdégenos, como las variables ambientales y la
respuesta de los individuos a las mismas. Por tanto, no se puede asegurar que
el fenotipo obtenido se vaya a comportar igual en un organismo complejo, como

un bovino.

Numerosos autores han estudiado diferentes aspectos que podrian estar
definiendo el fenotipo de resistencia en macrofagos de bovinos Bos taurus taurus
e indicus. Martinez y colaboradores (25) evaluaron la presencia de polimorfismos
en la region 3' UTR del gen Sicllal en bovinos F1 fenotipificados como
resistentes y susceptibles in vivo e in vitro con Brucella abortus. Encontraron
diferencias en la presencia de estos polimorfismos en las diferentes cruzas que
no pudieron ser correlacionadas con el fenotipo in vivo evaluado mediante la

presencia de anticuerpos. La falta de asociacion en la presencia de
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polimorfismos en Nramp1 y el fenotipo de resistencia en bovinos también ha sido

reportada (26).

De igual manera, ha sido evaluada la respuesta inmune de bovinos Bos taurus
indicus ante bacterias y parasitos, buscando asociaciones con el fenotipo de
resistencia. Baranwal y Sonwane (27) no encontraron diferencias en la expresion
de genes codificantes del Receptor Tipo Toll-2 (TLR-2) (receptor involucrado en
el reconocimiento y procesamiento de especies de Brucella), comparandola en
macrofagos de cebus Tharparkar y cruzas de bovinos de origen europeo

(Holstein-Friesian x Jersey x Pardo Suizo x Hariana).

El papel de los macréfagos en esta aparente mayor resistencia a enfermedades
en los bovinos cebu también ha sido estudiado. Macedo y colaboradores (28)
obtuvieron monocitos derivados de células mononucleares de sangre periférica
de toros donadores de las razas Nelore (B. taurus indicus) y Holstein (B. taurus
taurus), los cuales diferenciaron a macréfagos e infectaron in vitro con un inéculo
de B. abortus. Encontraron una diferencia estadisticamente significativa en el
control de la bacteria por parte de los macrofagos de los bovinos cebu
comparado con los de bovinos europeos a las 24 y 48 hrs. Mediante PCR en
tiempo real, también comprobaron que los macréfagos de bovinos cebu
expresaron niveles mayores de INOS, TNF-a e IL-12, mientras que los
macrofagos de bovinos de origen europeo mostraron una transcripcién mayor de
genes para IL-4 e IL-10. Interesantemente, no encontraron diferencias en la
expresion de Nrampl.

Alcaraz-Lépez y colaboradores (29) evaluaron la respuesta a un desafio
intranodal con Mycobacterium bovis BCG en bovinos Holstein-Friesian vy
Brahman (vacunados y sin vacunar). En general, los bovinos cebu tuvieron un
mejor control de la bacteria, logrando disminuir mas el nimero de UFC/érgano
gue los Holstein-Friesian. Encontraron un mayor nimero de bovinos Cebu (5
veces mas) que pudieron eliminar el in6culo de Mycobacterium bovis BCG
comparados con los Holstein, independientemente de la vacunacion. Este

estudio aporté evidencias de que los bovinos cebu podrian tener un mejor control
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de ciertas bacterias intracelulares, en comparacion con los bovinos de origen

europeo.

Kumar y colaboradores (30) compararon la respuesta humoral y celular en
bovinos cebuls de la raza Sahiwal contra bovinos Karan Fries (F1 de Holstein-
Friesian y Tharparkar) tras un desafio con la cepa vacunal S19 de Brucella
abortus. No observaron diferencias en la produccion de anticuerpos y la
produccion de citocinas proinflamatorias por parte de los macréfagos,
principalmente IL-6 y TNF-a, fue ligeramente mayor en los bovinos F1. Estos
resultados fueron similares a los reportados por Vordermeier (31), quien comparé
la produccion de citocinas de macréfagos de bovinos Sahiwal y Holstein-Friesian
ante la infeccion in vitro con cepas patdgenas de Mycobacterium bovis y M.

tuberculosis, encontrando diferencia significativa en la produccion de IL-6.

Esto da evidencia de que los bovinos cebl son capaces de responder de forma
mas eficiente a bacterias intracelulares, montando un perfil proinflamatorio mas
controlado que los bovinos de origen europeo, lo que sugiere un mejor control
de la bacteria, caso contrario a los bovinos europeos, que muestran un perfil de
citocinas antiinflamatorias y de reparacion, lo que promoveria la diseminacion

del agente mediante mecanismos aun no elucidados.

Dado que no se ha encontrado evidencia concluyente de la eficacia de algunos
genes que definan el fenotipo de resistencia en bovinos, cabe la posibilidad de
explorar la funcionalidad de nuevos biomarcadores propuestos para este fin. En
un trabajo reciente realizado por Alcaraz-Lopez y colaboradores (32), se
identificaron genes con expresion diferencial mediante microarreglos de ADN en
macrofagos de bovinos previamente fenotipificados como resistentes y
susceptibles a Mycobacterium bovis. Mediante andlisis de curvas ROC
propusieron 6 genes como potenciales biomarcadores (ILLRN, HSPA2, VNN,
GATM, ARHGEF11 y NAAA), los cuales estan involucrados en procesos muy
variados, como el metabolismo de lipidos, respuesta a estrés, regulaciéon de la

respuesta inflamatoria aguda, entre otros.
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Otro aspecto por abordar y que podria estar definiendo la presunta mayor
resistencia a patdégenos intracelulares en razas cebuinas es la cantidad de
células fagociticas presentes en individuos sanos, aunado a la capacidad
bactericida de estas.

Van Wyk y colaboradores (33) realizaron un estudio longitudinal midiendo los
parametros hematoldgicos de bovinos de la raza Short-Horn, encontrando que
los valores de eosindéfilos y monocitos fueron considerablemente mayores a los
de bovinos de razas europeas. Por otro parte, Macedo y colaboradores (34)
evidenciaron mediante citometria de flujo que los bovinos de varias razas
cebuinas presentaban una mayor cantidad de leucocitos asociados a la
inmunidad innata, principalmente monocitos, esto en comparacion con varias

razas de ganado europeo.

En el presente trabajo, no se observo alguna tendencia de asociacion entre el
ndamero de células obtenidas tras el protocolo de extraccion de PBMC vy el
fenotipo obtenido con el ensayo bactericida, lo cual también pudo haberse

afectado por las condiciones de manejo de las muestras.

Ademas, se desarroll6 un protocolo de congelacion para células mononucleares
de sangre periférica. La criopreservacion celular se basa en la reduccién gradual
de temperatura para promover la congelacion paulatina del liquido intracelular,
evitando asi la formacion de cristales que puedan llegar a dafar las muestras.
Realizado bajo las condiciones y parametros adecuados, temperaturas menores
de -130°C disminuyen significativamente la actividad metabdlica de las células,
lo que promueve que puedan ser conservadas durante periodos largos sin
grandes efectos en el metabolismo y viabilidad, facilitando la generacion de
biobancos (35,36).

En este trabajo obtuvimos un rendimiento bajo en el biobanco celular generado,
desde el momento de la descongelacién y hasta su diferenciacion a macréfagos,
lo que limité el nimero de ensayos realizados a 20 individuos (66% de los

animales muestreados). Estas deficiencias pueden deberse a diferentes motivos,
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como la calidad de los criopreservantes, los materiales empleados, métodos de

congelacion y la temperatura alcanzada en el proceso y almacenaje (37).

Se ha reportado que condiciones inadecuadas durante el proceso de
criogenizacion ocasionan estrés fisico y quimico en las células, lo que deriva en
una disminucién de su viabilidad, asi como en alteraciones en sus fenotipos y
respuesta a antigenos, debido principalmente a la formacién de cristales de hielo
tanto dentro como fuera de la célula, cambios osmaéticos y toxicidad por
criopreservantes (36,38). También se ha visto que tras su descongelacion,
células como espermatozoides y algunas de origen hematopoyético muestran
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), lo que se ha relacionado
con apoptosis por estrés oxidativo, aunque también se ha reportado muerte por

necrosis y necroptosis (38-40).

Germann y colaboradores (36) hablan acerca de la falta de informacion acerca
de la influencia de variaciones en la temperatura durante el almacenaje,
manipulacion y transporte de muestras biolégicas criogenizadas, sobre todo
aguellas en tanques de nitrdgeno liquido sin un sistema protector ante cambios
de temperatura, caso similar al sucedido en este trabajo, que requirid6 del
almacenaje y transporte de una gran cantidad de muestras bajo condiciones de
altas temperaturas ambientales como las presentes en el trépico mexicano, las
cuales rapidamente pueden llegar a influir en la integridad de las muestras

obtenidas.

Es por esto que se requiere evaluar diferentes métodos de congelacion
adaptados a las condiciones del trépico, cuidando la mayor cantidad de variables
posibles, sobre todo aquellas involucradas en las fluctuaciones de temperaturas
y conservacion de la cadena fria de los reactivos utilizados y/o el uso de
criopreservantes que minimicen la formacion de cristales de hielo, como la D-

galactosa (41) o de inhibidores de la apoptosis, como la trehalosa y catalasa (40).

Como se puede observar, la resistencia natural es un fendmeno complejo que
comprende aspectos de la inmunidad innata y adquirida, asi como de la

interaccién de diversos genes involucrados directa o indirectamente para la
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presentacion de este fenotipo, por lo que resulta necesario realizar mas estudios
en bovinos cebu acerca de la tendencia de mayor resistencia a patdogenos

intracelulares en estos.

Para lograrlo se podrian realizar estudios similares con poblaciones mas grandes
(lo cual fue una limitante del proyecto), evaluar las diferencias en el perfil
hematoldgico de la subespecie y asociarlo a la presencia del fenotipo de
resistencia natural, asi como valorar la efectividad de potenciales biomarcadores

de resistencia en bovinos Bos taurus indicus en animales con ambos fenotipos.

El conocimiento de los mecanismos reguladores de resistencia no busca eliminar
los métodos primordiales de control de enfermedades, como un buen programa
de bioseguridad y medicina preventiva, sino agregar herramientas para alcanzar
un maximo control de patdgenos de interés para la medicina veterinaria y

humana (5).

CONCLUSIONES

e El macrofago es un buen marcador fenotipico que permite identificar
bovinos Bos taurus indicus resistentes a patégenos intracelulares.

e Elfenotipo de resistencia se conserva en el individuo independientemente
de la patogenicidad de la bacteria utilizada como modelo.

e Se necesita conocer el comportamiento e influencia de nuevos

biomarcadores de resistencia en los bovinos cebu.
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ANEXO

ANEXO 1: ENSAYO BACTERICIDA CONFIRMATORIO

Para corroborar que el ensayo bactericida es capaz de distinguir entre animales

resistentes y susceptibles, independientemente de la bacteria utilizada, se

realiz6 un segundo ensayo, utilizando Mycobacterium bovis BCG subcepa

Danesa como modelo, la cual fue previamente cuantificada y alicuotada en el

LIBT. Se opt6 por realizar los ensayos con los macrofagos obtenidos de dos

animales, uno fenotipificado como resistente y otro como susceptible, siguiendo

la metodologia descrita en el apartado Material y Métodos, con las siguientes

variables:

VARIABLE

MOl

Incubacién fagocitosis

Retiro de bacterias

extracelulares

Incubacién sobrevida

Agar utilizado

Incubacion de placas

Punto de corte

B. abortus 2308

5:1

30 minutos

Gentamicina a 40 pg/mi

12 horas

TSA

48 horas

70%

M. bovis BCG Danesa

10:1

4 horas

5 lavados con cRPMI por

pozo

24 horas

7H11

15-21 dias

65%
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