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. RESUMEN

Babesia bovis es un hemoparasito de importancia econémica que causa la
babesiosis, los signos clinicos son pérdida de peso, anemia y muerte en animales
jovenes. Para el control de la babesiosis se emplean compuestos quimicos como el
imidocarb, sin embargo, se ha encontrado la presencia de estas drogas en la carne
y leche, ademas de que causan graves dafios al medio ambiente. Otra alternativa de
control es la inmunizacidn con vacunas vivas, que tienen la capacidad de generar
respuesta inmune de proteccion caracterizada por células T CD4 + efectoras /
memoria (CD4 +/ CD45R0 +). Sin embargo, los costos de produccion de las vacunas
vivas son elevados y tienen probabilidad de desarrollo de la enfermedad causada
por la reversion de la virulencia del parasito atenuado. Por lo que se ha propuesto
utilizar péptidos sintéticos de las proteinas de superficie de merozoito B. bovis y que
pueden generar una respuesta inmune de proteccién contra B. bovis. En este estudio
se evaluo la respuesta inmune celular que generan péptidos que contienen epitopos
B de las proteinas AMA-1, MSA2C y RAP1. Se inmunizaron dos bovinos jévenes por
cada péptido de siete meses de edad con 100 ug de péptido cada 21 dias en cuatro
ocasiones. Después de un afio, se colectaron muestras de sangre de los bovinos
inmunizados y se obtuvieron células mononucleares (PBMC) purificAndolas en un
gradiente de ficoll. Un total de 1x10® PBMC se estimularon con 5 ug / ml de cada
péptido, 5 ug / ml de concanavalina A como control positivo y como control negativo
se utilizaron células no estimuladas. Los cultivos en triplicados se incubaron durante
72 horas a 37 ° C con 5 % de CO02. A las 18 horas de estimulacion, se colectaron
sobrenadantes de los cultivos para la cuantificacion de la produccion de citocinas
(INF-y, IL-10 e IL-4) por ELISA. Se identificaron poblaciones de linfocitos T CD4 +,
células T efectoras (CD4 + / CD45R0O +) y WC1 + gamma-delta por citometria de
flujo con el fin de evaluar la respuesta inmune generada por los péptidos. Las células
estimuladas con los péptidos P2AMA1 y P3MSA2c obtuvieron un porcentaje
significativamente mayor de células T efectoras, observando las mismas diferencias
en la produccion de INF-gamma. Para los péptidos PAMSA2C, P3RAP1 y P5RAP1
se obtiene un alto porcentaje de células T CD4 +, pero un porcentaje menor de
células T efectoras en comparacion con las no estimuladas. El porcentaje de células
T-yd no mostraron diferencias significativas, por lo cual no regulan el proceso de
reconocimiento de los péptidos. Para efectos de este estudio los péptidos P2AMA-1
y P3RAP-1 contienen epitopos T porque mostraron porcentajes significativos de
células T efectoras, por lo cual se pueden emplear como futuros agentes
inmunizantes contra B. bovis.

Palabras clave: Babesia bovis, citometria de flujo, péptidos, vacunas y células T.



. SUMMARY

Babesia bovis is a hemiparasite of economic importance that cause babesiosis
weight loss, anemia and young calves’ dead. For the control of the babesiosis use
chemical compounds as ivermectin, but this cause damage in final products obtained
of bovine. Other control alternative is the immunization with from live vaccine, which
have the capacity generate of protection immune response characterized for
effector/memory CD4+ T cell (CD4+/CD45R0O+). However, costs of production for
live vaccines are expensive and which have probability of development babesiosis
caused by reversal of virulence of attenuated parasite. For what have been proposed
use synthetics peptide of merozoite surface proteins B. bovis and which can generate
an immune response of protection against B. bovis. In this study was evaluated
immune response that generates the synthetic peptides of B epitopes of proteins
AMA-1, MSA2C and RAP1. Were immunize two young bovines per peptide seven
months old age approximately whit 100 ug peptide each 21 day for four times, after
one year were collected blood sample the immunized bovines and obtain
mononuclear cells (PBMC) with ficoll gradient. Were stimulated 1x106 PBMC with 5
pg/ml of peptide, 5 pg/ml Concanavalin A as positive control, as negative control used
non-stimulated cells, during 72 hours, 37 °C with 5 % C02 and 18 hours of stimulated
was collect supernatants of cultures for cytokines evaluation (INF-gamma, IL-10 e IL-
4). They were identified population of CD4+ T cells, effector T cells (CD4+/CD45R0O+)
and WC1+ gamma-delta T cells by flow cytometry with the purpose of evaluation of
immune response generated by the peptides. Cells stimulated with peptides P2AMAL
and P3RAP1Bov obtained a high percentage effectors T cells in comparison that non-
stimulated. Cells stimulated with peptides P2AMA1 and P3RAP1Bov obtained a high
percentage effectors T cells in comparison that non-stimulated, they were observing
same differences in INF-gamma production. For peptides P4MSA2CBov,
P3RAP1Bov and P5RAP1Bov obtain a high percentage CD4+ T cells, but a less
percentage effectors T cells in comparison that non-stimulated.

Key words: Babesia bovis, flow cytometry, peptides, vaccine and T cells
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1. INTRODUCCION

Babesia es un género de hemoparasitos causante de la babesiosis bovina,
en México, es transmitida por garrapatas Rhipicephalus microplus y R. annulatus.
Los principales signos clinicos de esta enfermedad son: pérdida de peso, anemia e
incluso la muerte del animal, lo cual causa pérdidas econdémicas a la industria
ganadera. En regiones tropicales y subtropicales, las especies mas comunes del

género Babesia son B. bigemina y B. bovis (Schnittger et al., 2012).

La inmunizacion es una medida de control que se ha propuesto para la
proteccion inmune y de larga duracion en bovinos contra la babesiosis. Se han
empleado diferentes técnicas como; vacunas vivas atenuadas, exoantigenos,
proteinas recombinantes de la superficie del merozoito y péptidos sintéticos con
epitopos B conservados de las proteinas involucradas en el proceso de invasion de

este protozoario (De wall y Combrink, 2006).

Las vacunas vivas atenuadas, que se han caracterizado por favorecer la
activacion de células especificas del sistema inmune contra B. bovis (T CD4+) y
favorecer la produccién de anticuerpos especificos (IgG2) (Combrink et al., 2010),
las desventajas del uso de vacunas vivas son: el alto costo de produccién, porque,
para su produccién es necesario un animal donador de eritrocitos infectados,
personal capacitado para el cultivo y atenuacion de B. bovis y una cadena fria para
el mantenimiento de la vacuna. Otras desventajas son; que existe el riesgo de que
se revierta la virulencia de la cepa utilizada, riesgo de contaminacion por otros

patégenos que provengan del animal donador (De Wall y Combrink 2006).

Con el propésito de desarrollar agentes vacunales, que fueran menos
costosos de producir y al mismo tiempo generen una respuesta inmune contra B.
bovis, se inicio el desarrollo de proteinas recombinantes a partir de extractos de
pardsitos o proteinas de superficie de merozoitos de B. bovis (RAP-1, MSA-1),
involucradas en la invasion al eritrocito (Wright et al., 1992; Hines et al., 1995;
Norimine et al., 2003).

11



Las proteinas recombinantes usadas como agentes vacunales MSA-1 y
RAP-1, en ensayos in vitro se observo que los anticuerpos tienen actividad
neutralizante, mayor poblacion de células T efectoras CD4+, Sin embargo, estas
proteinas no generaron respuestas inmunitarias de proteccion porque, los animales
inmunizados con dichas proteinas no pudieron combatir la infeccién de una cepa de
B. bovis. Por lo tanto, se ha observado que la inmunizacion contra una sola proteina
no era suficiente para la inmunoproteccion y que hay posibilidad de que exista mas

de un mecanismo de invasion al eritrocito (Hines et al., 1995; Norimine et al., 2005).

Con el propésito de desarrollar una vacuna comercial que no tenga los
inconvenientes de las vacunas vivas atenuadas, se ha propuesto el uso de vacunas
recombinantes que contengan epitopos B y T conservados e inmunogenico de las
proteinas de la membrana de Babesia involucradas en el proceso de invasion a los
eritrocitos. Se ha demostrado que estas proteinas de membrana pueden inducir una
respuesta inmune contra B. bovis mediante la activacion de células T CD4+
secretoras de INF-y, involucradas en el desencadenamiento de la produccion de
anticuerpos opsonizantes y activadores del complemento como IgG2 (Brown et al.,
2006; Suarez & Noh, 2011; Mosqueda et al., 2012).

JUSTIFICACION

Babesia bovis es un hemoparasito intraeritrocitico que es transmitido por
garrapatas y es de importancia veterinaria, ya que afecta a la industria ganadera
debido a las pérdidas econémicas que causa. Para su control, se han propuesto
medidas preventivas como la vacunacion. Actualmente, en unas partes del mundo,
existen vacunas vivas atenuadas, que ofrecen inmuproteccion contra B. bovis (citas),
sin embargo, su produccion es costosa y en algunos casos se puede presentar riegos
de reversion de virulencia. Como alternativa se propone usar vacunas que contengan
epitopos By T, sean de proteinas de B. bovis involucradas en la invasion del eritrocito
y se encuentren en regiones conservadas. Estas vacunas, ademas de estar disefias
con las caracteristicas antes mencionadas, también deben tener la capacidad de

generar anticuerpos especificos contra los epitopos y una respuesta inmune celular

12



de tipo inmune protectora caracterizada por el aumento de células T
CD4+/CD45R0O+ o T efectoras, con capacidad para producir INF-y. Hidalgo 2015,
predijo péptidos que contiene epitopos B conservados de las proteinas AMA-1, RAP-
1 y MSA-2c de B. bovis, los cuales se proponen como agentes vacunales, sin
embargo, se desconoce si estos péptidos contienen epitopos T y si generan
respuestas inmunitarias mediadas por células, por lo que en este trabajo se propone
la evaluacion inmune celular de dichos péptidos; para la identificacion de epitopos T
protectora mediante la inmunotipificacion de células T efectoras por citometria de
flujo.

13



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Respuesta inmune celular protectora contra Babesia bovis

El estudio de la respuesta inmune es indispensable para conocer los
mecanismos por los cuales el hospedero combate la infeccion por patdégenos, el
mecanismo por el cual el patégeno evade el sistema inmune, y para el desarrollo de
agentes vacunales. En B. bovis el estudio de la respuesta inmune mediada por
células se inicié para conocer los mecanismos de una respuesta inmunitaria contra

este patdgeno y para identificar posibles agentes vacunales (Brown et al., 1994b).

2.1.1. Importancia de las células T CD4+ en la respuesta inmunitaria protectora
contra B. bovis

El uso de clonas de células T hicieron posible el estudio de la respuesta
inmune contra B. bovis. Uno de los primeros trabajos para dar a conocer
especificamente que tipo de célula T era la principal en la respuesta inmune fue el
trabajo de Brown y Logan (1991). En el cual infectaron bovinos con B. bovis, los
bovinos que sobrevivieron a la infeccion se usaron para la obtencion de células T,
las cuales se usaron para obtener clonas. Las clonas de células T fueron
estimuladas con merozoitos de B. bovis, con sobrenadantes de cultivo de eritrocitos
infectados o con membranas de merozoitos durante siete semanas, durante el
tiempo de cultivo, se analiz6 el fenotipo de las clonas T por citometria de flujo para
determinar qué tipo de célula se estimulaba con los antigenos. El resultado fue que
las clonas con fenotipo CD4+ aumentaban durante las siete semanas, mientas que
las clonas con fenotipo CD8+ disminuian. Sin embargo, para las clonas de fenotipo
T-yd incrementaron solo para un antigeno. Con estos resultados se confirmo que los
antigenos de B. bovis estimulan las células T CD4+ y que estas células eran

especificas contra el antigeno.

La participacion de las T CD4+ requiere de otros factores que ayuden a

mediar la respuesta inmune. El INF-y es una citocina que tiene efecto sobre los
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macréfagos. Cuando esta es secretada por la célula T CD4+ especifica de antigeno
de B. bovis, estimula directamente sobre los macrofagos para la produccion de NO
y que estos a su vez, ayuden a la opsonizacion con anticuerpos especificos (1gG2)
de B. bovis (Stich et al., 1998; Shoda et al., 2000).

Otra caracteristica de las células T CD4+ es que participan como células de
memoria. Estas células cuentan con el fenotipo CD45RO+ en células de bovinos
inmunizados con Trypanosoma brucei. Sin embargo, en clonas de células T CD4+
de bovinos infectados con B. bovis, se encontro la expresion de las moléculas
CD45R0 y CD62L, ademés este fenotipo influia en la produccién de INF-y y TNF-a
(Howard et al., 1991; Brown et al., 1993b, Stich et al., 1998). Se han encontrado
transcriptos de mMRNA de INF-y en células con fenotipos CD4+/CD45RO+ (Sopp y
Howard, 2001).

2.1.2. Importancia de las células T-yd en la respuesta inmune

Las células T-yd son células que se encuentra en mayor proporcion (30-
60%) en la periferia de los rumiantes en comparacién de otras especies. Estas
células han sido poco estudiadas sobre su funcionamiento en la respuesta inmune,
sin embargo, algunas de sus funciones son como célula T reguladora y tiene un papel

en las infecciones intracelulares.

Las células T-yd de bovino estas divididas en tres subpoblaciones que estan
basadas en la molécula WC1 o conocida por sus siglas en ingles Workshop Cluster
1. Las tres subpoblaciones son WC1.1, WC1.2 y WC1.3 y cada subpoblacion tiene

una funcion distinta sobre la respuesta inmune (Rogers et al., 2005).

Las células T-yd que fungen como células T reguladoras tienen actividad
supresora sobre las células T-af (CD4+ 6 CD8+). Esta funcion estd dada por el
fenotipo WC1.2 + y la secrecion de IL-10 de las mismas, de manera que influye
directamente sobre la proliferacion de células T CD4+ antigeno-especificas y las
células T CD8+ antigeno-especificas y la secrecion de interleucinas como INF-y

(Rogers et al., 2005; Guzman et al., 2014). Por otra parte, las células T-yd tienen un
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papel importante en la resistencia contra infecciones intracelulares como
Mycobacterium bovis. En este caso las células T-yd WC1.1+ que se encuentran en
la periferia se activan en presencia de células infectadas con M. bovis, en donde
estas secretan interleucinas como 1I-2, TNF-a y INF-y, activan a las células T WC1+
que se encuentras en los tejidos y presenta el antigeno por otra via alterna a la de
las células T-ap. También se ha encontrado que esta poblacion de células puede
fungir como células presentadoras de antigeno (Collings et al., 1996; Smyth et al.,
2001; Kennedy et al., 2002; Pollock y Wels, 2002; Rogers et al., 2005).

2.1.3. Rol de las citocinas en la respuestainmune contra B. bovis

Las citocinas juegan un papel importante ya que estas pueden potencializar,
regular o suprimir otras citocinas que influyen sobre la activacién celular. En estudios
con B. bovis se ha demostrado que el INF-y secretado por las células T CD4+
efectoras potencializan la produccion de NO en macréfagos y la produccion de 1gG2
(Estes, 1996; Stich et al., 1998).

La IL-4 juega un papel importante sobre la inhibicién de produccion de NO
por macrofagos ante la presencia de INF-y secretado en células NK, esto en una
respuesta innata de B. bovis (Goff et al., 2002 b). Sin embargo, en una respuesta
adaptativa la IL-4 no tiene efecto negativo sobre INF-y secretado por células T CD4+

para la produccion de IgG2 (Estes, 1996).

La IL-10 es una citocina que en respuesta innata contra B. bovis tiene efecto
supresor sobre IL-12 e INF-y en células NK (Goff et al., 2002 a). E n respuesta
adaptativa contra B. bovis, presenta un efecto supresor sobre las células

presentadoras de antigeno (Brown et al., 1994a)

En la respuesta innata contra B. bovis, la IL-12 secretada por los
macrofagos, en sinergia con IL-18 (Shoda et al., 1999) estimularan a las células NK
del bazo para la produccion de INF-y. Y la produccién de INF-y incrementa la

actividad en la célula dendritica inmadura, la cual migra para iniciar con el proceso
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de presentacidén de antigeno a la célula T virgen (Goff et al., 2003; Goff et al.,2006;
Schneider et al., 2011).

2.2. Proteinas candidatas como agentes vacunales

Una de las estrategias para elegir proteinas como agentes vacunales, es
identificar aquellas que inducen una respuesta efectora basada en células T CD4+ /
secretoras de INF-y y que, ademas, se encuentren en la superficie de la membrana
de los merozoitos, o que participen en la invasion al eritrocito (Brown et al., 2006;
Suarez & Noh, 2011) algunas de estas proteinas se describen a continuacion:

2.2.1. Antigeno de Superficie de Merozoito (MSA-2c)

Es una glicoproteina que pertenece a la superfamilia de proteinas VMSA
(Variable Merozoite Surface Antigen). Esta proteina se encuentra expresada en la
superficie de merozoito de Babesia y se encuentra implicada en la adhesion al
eritrocito durante el proceso de invasion. La familia de proteinas de MSA incluye
MSA-1 y MSA-2, la proteina de MSA-1 contiene un gen unicopia muy polimérfico,
mientras que MSA-2 es una familia de cuatro genes polimoérficos muy parecidos entre
si (MSA-2al, a2, b, c) (Suarez et al., 2000). De las cuatro, la proteina MSA-2c es la
proteina mas conservada entre distintas cepas de B. bovis a nivel geogréafico
(México-Australia) a diferencia de las demas, lo cual es una caracteristica que la

acredita como una propuesta vacunal (Florin-Christensen et al., 2002).

Otras caracteristicas importantes de la proteina MSA-2c y por la cuales se
ha propuesto como un agente vacunal, es por ser una proteina superficie en el
merozoito y esporozoito de B. bovis, ademas contiene epitopos B que inducen
anticuerpos neutralizantes (Mosqueda et al., 2002; Wilkowsky et al., 2003).
Dominguez et al. (2010) realizaron predicciones de epitopos de células B de MSA-
2c de B. bovis in silico, a partir de los cuales se sintetizaron péptidos. Posteriormente

se inmunizaron ratones, los cuales produjeron anticuerpos contra los epitopos B.
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2.2.2. Proteina Asociada a Roptrias (RAP-1)

La Proteina Asociada a Roptrias 1 (RAP-1) es una proteina que se localiza
en las roptrias del merozoito de Babesia, la cual es secretada durante el proceso de
invasion al eritrocito, su funcién es modificar la membrana del eritrocito para la
invasion del merozoito. La proteina de RAP-1 es codificada por un gen que esta en
dos copias las cuales fueron generadas por duplicacién a partir de un solo gen
(Suarez et al., 1998).

La proteina RAP-1 presenta epitopos T conservados entre distintas cepas
de B. bovis provenientes de varias zonas geogréaficas (México, Texas, Australia e
Israel). Sin embargo, la proteina RAP-1 en estado nativo induce inmunidad parcial
en bovinos ya que se ha encontrado que reduce el porcentaje de parasitos después
de un desafio, pero no se mostraron titulos de anticuerpos (Brown et al., 1996;
Yokoyama et al., 2002).

Norimine et al., (2002) analizaron las regiones amino y carboxilo terminal de
la proteina RAP-1, encontrando que la regién amino terminal contiene residuos de
cisteinas y es conservada estructuralmente entre diferentes especies de Babesia,
mientras que la region carboxilo terminal contiene repeticiones en tandeo de 23
aminoéacidos. Produjeron proteinas recombinantes de ambas regiones y péptidos
sintéticos y estimularon clonas de células T CD4+ de memoria de bovinos
inmunizados con B. bovis. Las células estimuladas con regiones amino terminal

mostraron ser epitopos T mas inmundominantes que las regiones carboxilo terminal.

2.2.3. Antigeno de Membrana Apical (AMA-1)

Es una proteina de las micronemas presente en todos los parasitos del
género apicomplexa, la cual participa en la invasion al eritrocito (Narum y Thomas,
1994). Se ha observado que la exposicion de péptidos amino terminal de una
secuencia Plasmodium falciparum homologa a B. bovis inhibe la invasion de los

eritrocitos por merozoitos de B. bovis hasta un 65 % (Gaffar et al., 2004).
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2.3. Inmunizacién contra Babesia bovis

Diversas estrategias de inmunizacion se han empleado en bovinos como
medida preventiva, una vez que se ha inmunizado el bovino este seréd capaz de
generar anticuerpos contra Babesia. Algunas de las estrategias de inmunizacion se

mencionan a continuacion:
2.3.1. Vacunas vivas

La base de las vacunas vivas atenuadas es a partir de un cultivo de sangre
de animales esplenectomizados e infectados con Babesia. Este cultivo se logra
realizando hasta 20 pases seriados (0 hasta que los parésitos atenten su virulencia)
en bovinos esplenectomizados. La sangre se obtiene del bovino del dltimo pase y
con ella se preparan las dosis. Posteriormente los bovinos son vacunados con 107

parasitos atenuados (Callow et al., 1997).

Las vacunas atenuadas vivas se caracterizan por favorecer la activacion de
células mediadoras de la respuesta inmunolégica TH1 que secretan INF-y y
favorecer la produccién de anticuerpos lIgG2 especificos contra Babesia (Combrink
et al., 2010). La vacunacion confiere proteccién inmune hasta por 4 afios (Mahoney
et al., 1979). Sin embargo, los efectos adversos con vacunas vivas atenuadas son;

e Pérdida de la inmunoproteccién de las cepas utilizadas para la vacuna, a
causa de las variantes fenotipicas que surgen entre las cepas de B. bovis,
por lo que es necesario aislar nuevas cepas de B. bovis (Bock et al., 1992).

.Costo de produccion elevados, incluyendo controles de calidad altamente
estrictos para su elaboracién, una cadena en frio para el mantenimiento
de las vacunas (De Wall & Combrink 2006). Uso de farmacos después de
la vacunacion, con la finalidad de proteger a los bovinos de una infeccion
natural por periodo de tiempo corto, el uso de farmacos limita el desarrollo
de la inmunidad (Kuttler y Johnshon, 1986).
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2.3.2. Exoantigenos

La vacunacion con exoantigenos consiste en sobrenadantes de cultivos de
Babesia. Los exoantigenos son proteinas secretadas o parcialmente con protedlisis
que son liberadas al medio durante el proceso de invasion. La obtencion de
exoantigenos se obtiene del sobrenadante de cultivo de una cepa atenuada de B.
bovis que inducen proteccion contra la exposicion de infecciones heterélogas de
diferentes especies de Babesia, sin embargo, los exoantigenos, no generan una
respuesta inmune mediada por células Babesia (Patarroyo et al., 1995).

2.3.3. Proteinas recombinantes como agentes inmunizantes

La propuesta de una vacuna recombinante surgio ante la necesidad de tener
un agente inmunizante estable, barato, con actividad inmunoprotectora y
reproducible (Wright et al., 1992), caracteristicas que las vacunas vivas atenuadas
no pueden brindar.

Algunos de los primeros antigenos recombinantes fueron las proteinas
12D3, 11C5 y 21B4 obtenidas a partir de extractos de parasitos y separados por
cromatografia. Wright et al., en 1987 inmunizaron a bovinos con las subunidades
12D3 Y 11C5, posteriormente desafiaron a los bovinos con una cepa de B. bovis, se
observé disminucion de la parasitemia en los bovinos vacunados después del octavo

dia post-infeccion.

Otro trabajo con proteinas recombinantes se realizé con proteinas de la
superficie de Babesia, como MSA-1. Hines et al., en 1995 generaron la proteina
recombinante MSA-1 de B. bovis, los bovinos inmunizados con dicha vacuna
generaron anticuerpos que tenian la caracteristica de inhibir la invasion de los
merozoitos al eritrocito mediante ensayos in vitro. Una vez inmunizados los bovinos,
estos fueron desafiados con una cepa mexicana de B. bovis, los anticuerpos
generados no fueron suficientes para disminuir los niveles de parasitemia en los

bovinos. Posteriormente se supo que MSA-1 es una proteina de superficie altamente
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variable entre cepas que no induce proteccion cruzada (Borgonio et al., 2008;

Tattiyapong et al., 2016).

En otro estudio en donde se utiliz6 la proteina RAP-1 recombinante, se
mostro en los bovinos inmunizados tenian un incremento de proliferacion de células
T CD4+ y producciéon de INF-y. Sin embargo, una vez que los bovinos inmunizados
fueron desafiados a una infeccion con una cepa patdgena de B. bovis, los animales
tuvieron complicaciones y no resistieron a la infeccion. En este trabajo se concluy6
que la inmunizacion con una sola proteina no es suficiente porque pude haber mas
de un mecanismo de infeccion en donde participe mas de una proteina (Norimine et
al.,, 2003). Recientemente se han reportado que RAP-1 contiene epitopos
conservados de células B, con lo cual se ha propuesto que una alternativa para
inmunizacién es que las vacunas contra B. bovis estén dirigidas a producir

anticuerpos contra estos epitopos (Suarez et al., 1993; Norimine et al., 2002)
2.3.4. Péptidos sintéticos

Hasta el momento no existe una vacuna comercial sin los inconvenientes de
las vacunas vivas atenuadas. Recientemente, se ha propuesto el uso de péptidos
conteniendo epitopos conservados e inmunogénos de proteinas de Babesia, con los
cuales se puede inicialmente identificar a aquellos que confieren respuestas
inmunitarias de tipo TH1 y que induzcan anticuerpos neutralizantes. Esto puede
hacerse de forma muy especifica utilizando péptidos sintetizados de forma quimica.
Los péptidos sintéticos son herramientas muy utiles en este primer paso. Sin
embargo, para poder desarrollar estas herramientas es necesario utilizar tecnologias
gue incluyan conocimientos de gendmica, proteémica y bioinforméatica, apoyadas en
la investigacion de genes con potencial diagnostico o vacunal, y el conocimiento
sobre la respuesta inmune contra B. bovis. El objetivo a largo plazo seria, con los
péptidos identificados que cumplan con las caracteristicas necesarias, ensamblarlos
en moléculas mutiepitdpicas que incluyan solo estas secuencias conservadas y que
sean evaluadas como vacunas de nueva generacion (Brown et al., 2006; Mosqueda
et al., 2012).
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2.4. Evaluacion de larespuestainmune celular de agentes vacunales

La evaluacion de la respuesta inmune mediada por células da informacion
si un agente vacunal induce una respuesta inmune protectora. Con esta evaluacion
se puede determinar el fenotipo celular y con ello, si algin antigeno contiene
epitopos T. La produccion de citocinas corresponde a la respuesta celular, pero a
pesar de la evaluacion que se realice es importante tener en cuenta si la evaluacion

serd de forma in vitro o ex vivo.

La evaluacion de un candidato vacunal en B. bovis se puede llevar a cabo
de manera in vitro o ex vivo. La evaluacién in vitro da un panorama general de la
manera en gque se induce la respuesta inmune en un ambiente controlado en donde
se analiza una variable de respuesta. La metodologia consiste en la identificacion de

candidatos vacunales, los cuales contienen caracteristicas como:

e Inmunigenicidad.

e Que sean proteinas de superficie del merozoito.

e Que contengan epitopos T y B conservados.

e Que induzcan una respuesta inmune T CD4+ con produccién de INF-y.

e Que tengan capacidad para inducir la produccion de anticuerpos, lo cuales
inhiban la invasion del merozoito al eritrocito (Brown y Palmer 1999;
Brown et al., 2006; Mosqueda et al., 2012).

Para la evaluacion de los agentes vacunales se han propuesto métodos y
herramientas in vitro, de las cuales las mas empleadas son: las clonas de células T,
proliferacion celular, inmunotipificacion por citometria de flujo, evaluacion de

citocinas en sobrenadantes de cultivo (Brown y Rice-Ficht, 1994).
2.4.1. Proliferacion celular

El ensayo de proliferacion celular es una técnica que permite medir la tasa
de duplicacion de células en cultivo in vitro tras una estimulacion, este ensayo nos
permite identificar antigenos que tengan la capacidad de generar inmunidad mediada

por células (Smits y Riemann, 1988)
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El método de timidina tritiada consiste que la timidina ingrese a la membrana
celular y sea fosforilada por la TdR quinasa y se incorpore a una cadena de DNA,
este método es ideal para la cuantificacion de la tasa de division celular, pero el
inconveniente que presenta esta técnica son los residuos de la timidina que pueden

ser agentes intercalantes (Smits y Riemann,1988)

Otro método usado para medir proliferacion celular es mediante el uso del
MTT que es una solucién acuosa de sales de 2H-Tetrazolium, 2-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-3,5-diphenyl-, bromide 298-93-1, al cual las células activas o metabolizan
y el producto final son sales de formazan que precipitan. La precipitacion entonces
se puede cuantificar por densidad 6ptica (OD). La OD de las sales de formazan es

proporcional a la cantidad de células (Mossman, 1983).

Otro método usado para medir proliferacion celular es por CFSE. EI CFSE
es un colorante que no emite fluorescencia, hasta que es internalizado por las células
en donde una esterasa intracelular remueve los dos grupos éster de la molécula
CFSE, de manera que queda el grupo succinimidilo que reacciona con el pH neutro
de los grupos amino de la membrana celular, formando el compuesto
carboxifluoresceina (CF), el cual es fluorescente (Lyons y Parish, 1994). La cantidad
de CF es medida por citometria de manera indirecta, es decir cuando mayor

intensidad de fluorescencia menor niumero de divisiones (Quag et al., 2007).

Los métodos anteriores permiten medir la division celular, sin embargo, solo
el CFSE puede medir esta division de manera especifica y sobre una determinada
poblacién, mientras que el método de timidina tritiada, permite medir la velocidad de

duplicacién de las células.

En la basqueda de candidatos vacunales contra B. bovis la proliferacion
celular ha ayudado a identificar si los antigenos propuestos contienen epitopos T
dominantes y si la respuesta inmune, inducida por los antigenos del parasito, es

mediada por células (Brown, 1994).
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2.4.2. Uso de clonas de células T CD4+

Una clona de célula T se define como aquella célula derivada de una célula
progenitora la cual conserva una misma funcion y fenotipo a la célula original. El uso
de clonas de células en B. bovis ha podido ayudar a determinar la respuesta
adaptativa y como funciona el mecanismo de acciéon de las células T CD4+ sobre
otras células como los macréfagos. También ha ayudado a identificar proteinas con
epitopos T dominantes y al mismo tiempo identificar candidatos vacunales (Brown y
Fitch, 1994).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Evaluar in vitro la respuesta inmune celular de bovinos inmunizados con

péptidos de B. bovis
3.2. Objetivos especificos

l. Evaluar la produccién de citocinas en cultivo in vitro de linfocitos
estimulados con péptidos de B. bovis.

Il. Identificar poblaciones celulares de linfocitos T CD4+/secretoras de
INF-y, y T-yd estimuladas con péptidos de B. bovis.

Il Estandarizar el protocolo de citometria de flujo

4. Hipotesis

Los péptidos con epitopos B conservados de las proteinas AMA-1, RAP-1y
MSA-2c de B. bovis también contienen epitopos T que inducen una respuesta
inmune T efectora (CD4+/CD45R0O+).
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5. Metodologia

5.1. Diagrama de flujo
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5.2. Inmunizacién de animales

Los animales usados para la evaluacion de los péptidos contaron con las

siguientes caracteristicas

e Bovinos Jévenes de aproximadamente 7 meses.
e Libres de algun contacto con babesiosis 0 que se encontraran en una zona

libre de garrapatas.

Los animales usados para inmunizaciones se localizaron en el rancho san
José de los Rios, Municipio Abasolo, Guanajuato, México. Para la inmunizaciéon de

los bovinos se siguio el esquema (ilustracion 5.1).

_—
[ 21 dias g
1° Inmunizacién 2° Inmunizacién 3° Inmunizacidn 4% Inmunizacién
7-Abril-2016 28-Abril-2016 19-Mayo-2016 9-Junio-2016
| 21dias 4 W 21dias 4

\\ L \&

llustracién 5.1 Esquema de inmunizacién

Se inmunizaron dos bovinos por péptido por via subcutanea cada 21 dias.
La concentracion de péptido usada para inmunizar fue de 100 pg de péptido (Tabla
5.1) con adyuvante comercial Montadine™ ISA 71 VG. Los péptidos fueron disefios
a partir de secuencia de epitopos B conservados de las proteinas AMA-1, MSA-2c y
RAP-1, por predicciones bioinforméticas (Barreda, 2014; Mosqueda, 2017)
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Tabla 5.1. Péptidos de B. bovis

Proteina

Péptido

AMA 1

Barreda, 2014

MSA-2C

P1IMSA2CBov

P2MSA2CBov Mosqueda et al.,

P3MSA2CBov 2017

PAMSA2CBov

RAP-1

P1RAP1Bov

P2RAP1Bov

Mosqueda et al.,
2017

P3RAP1Bov

P4RAP1Bov

P5SRAP1Bov

5.3. Obtencién de muestra

Se realizo la obtencion de sangre periférica de la vena yugular del bovino

con agujas en tubos con EDTA (BD vacutainer®), para la obtencién de PBMC,

siguiendo el protocolo:
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. Se vertieron los tubos con sangre periférica (15 ml) obtenida del bovino en un
tubo cénico de 50 ml.

. Se diluyo la sangre en solucion salina amortiguada de fosfatos (PBS 1X) pH
7.4 (Anexo 1), proporcion 1:1 (15 ml de sangre y 15 ml de PBS) y se
homogenizo por inversion.

. En un tubo coénico de 50 ml se vertid 15 ml de Lymphoprep (Axis-shield) y 15
ml de la mezcla de sangre: PBS, y se agreg0 con una pipeta serologica de 25
ml la sangre diluida dejandola fluir por la pared del tubo sin mezclar con
Lymphoprep y obtener dos fases.

4. Se centrifugo a 800 G durante 20 min a temperatura ambiente (27 °C).

5. Al término de la centrifugacion se recuperoé la interfaz del gradiente donde se

encontraban las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y se
transfirieron a un tubo conico de 50.
. Se lavaron las células con PBS pH 7.4 con 10 ml a 400 G, dos veces.

Se cuantifico el nimero de células con una camara de Neubauer.

5.4. Citometria de flujo para identificaciéon de poblaciones celulares (CD4+,
CD45RO+y WC1+

Para la identificacion de poblaciones celulares, se usoé la citometria de flujo, la cual

es una técnica que permite la cuantificacion de células e identificacion de estas por

marcaje con anticuerpos acoplados a un fluoréforo.

5.4.1. Fijacion, tincién de células e identificacion de linfocitos por citometria de

La fijacion y tuicion de los PBMC con los anticuerpos se realiz6 siguiendo el

protocolo:

1. Se centrifugaron las células en cultivo a 800 G durante 10 minutos.

2. Se agrego 120 pl de paraformaldehido al 2 %.
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8.
9.

Se incubd a 4 °C a diferentes tiempos a 30 minutos, 45 minutos y 60
minutos.

Las células fijadas con paraformaldehido se lavaron con PBS 1X pH 7.4 y se
centrifugaron a 800 G durante 10 minutos a 4 ° C, por dos veces.

Se adicionaron 100 pl de buffer de bloquéo (anexo 3), las células se
incubaron durante 15 minutos a 4 ° C.

Las células se lavaron con PBS 1X pH 7.4 y se centrifugaron a 800 G
durante 10 minutos a 4 ° C, por dos veces.

Se adicion6 100 pl de volumen final de buffer de tincion (Anexo 4) y
anticuerpos al boton celular y se incubé 30 minutos a 4 °© C en total
obscuridad.

Se adicion6 900 pl de buffer de tincién.

Se centrifugo a 800 G durante 5 minutos a 4 °C, repetir dos veces

10.El boton celular se resuspendié con 500 ul con PBS 1X pH 7.4.

5.4.2. Titulacién de anticuerpos

Se realizo la titulacion de anticuerpos en la cual consiste en obtener la

dilucion que marque una poblacién celular y sea especifico. Para la titulacion de

anticuerpos se usaron 5 diluciones distintas (1:10, 1:25, 1:50, 1:75 y 1:100) en un

volumen final de 100 pl, esto se realiz6 para los anticuerpos que se presentan en la

tabla 2, siguiendo el protocolo de abajo después de fijar las células con

paraformaldehido 2 %.

Tabla 5.2 Anticuerpos para citometria de flujo

Descripcién Fluorocromo Marca Clona
Mouse anti Bovine CD4 | Alexa Fluor 647® AbdSerotec, Bio-rad | CC8
Mouse anti Bovine

RPE® AbdSerotec, Bio-rad | IL-A116
CD45R0O
Mouse anti Bovine WC1 | FITC® AbdSerotec, Bio-rad | CC101
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Se realizo el disefio de panel para identificacion de poblaciones de células
T CD4+/CD45RO+ y T WC1+, este disefio se basd en base a estos los siguientes
pasos, basdos en el current protocol cytometry (2010) para una citometria directa y

en base al equipo usado para este ensayo FACSVERSE DB.

e Anticuerpos primarios conjugados y especificos para la identificacion de
moléculas de intereés.
e Los anticuerpos que estan conjugados deben poder tener un marco de lectura.

En la ilustracion 5.2 se muestra la estrategia de gates para la identificacion
poblaciones de células T efectoras (CD4+/CD45R0O+) y las células T CD4+; 1) se
identifico la poblacion de linfocitos de PBMC, 2) histogramas para la identificacion de
células marcadas con CD4+y CD45RO+, 3) a partir de la identificacion de las células
marcadas positivas con CD4 y CD45RO se hizo un grafico (dot plot) para identificar
las poblaciones positivas a CD4+/CD45RO+.
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llustracién 5.2 Disefio de panel de citometria de flujo.
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llustracién 5.3 Disefio de panel para identificacién de células T-y®.

5.5. Reestimulacién in vitro con péptidos de B. bovis

La estimulacién in vitro de los péptidos se llevd a cabo después de 8 meses
de la ultima inmunizacién que se aplicoé a los bovinos, se obtuvieron muestras de
sangre periférica de la vena yugular para la obtencién de PBMC de los bovinos
inmunizados, los PBMC’s fueron estimulados con concanavalina A (5 pg/ml) como
control positivo, péptidos correspondientes (5 pg/ml) tratamientos y como control
negativo PBMC sin estimular, durante 72 horas de incubacion a 37 °C con 5 % CO:

cultivados en medio RPMI con 5 % de CO..

Se colectaron sobrenadantes de cultivo a las 18 horas de incubacion para
medir citocinas. Después del periodo de incubacion (72 horas) se hizo el marcaje
con los anticuerpos (CD4, CD45R0O y WC1) para identificacion de poblaciones de
células T que fueron estimuladas con los péptidos y compara contra las células no

estimuladas.
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5.6. Evaluacién de citocinas

Se evalué la concentracidbn de citocinas que estan implicadas en la
respuesta inmune contra B. bovis (INF-y e IL-10) en sobrenadante de cultivo celular
de PBMC’s mediante la técnica de ELISA indirecta tipo sandwich (INF-y, IL-12, IL-
10) y ELSA competitiva (IL-10), siguiendo el protocolo de fabricante MyBiosurce®
(Anexo 5).
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6. Resultados

Se realizo el disefio de panel para identificacion de poblaciones de células
T CD4+/CD45R0O+y T WC1+, el primer paso para el disefio de panel fue

6.1. Tiempo de fijacion de células

Los PBMC's fueron fijados con Paraformaldehido al 2 % con tiempos de
incubacion de 30, 45 y 60 minutos, en la ilustracion 6.1 se muestra la poblacion de
linfocitos rodeada por el gate, se observa que no hay cambio ni distincién en la
morfologia y tamafio entre los diferentes tiempos, por la cual se opt6é por usar 30

minutos de incubacién para la fijacién.

Linfocitos | Unfocitos ] Unfocitos

e (@& s (@ 5 (@&
e i B T A = e e e 'Tr@ T ™
o =on =0k 100

00k 150 200N 230K 0 Ok 100% 140N 200 200% o [

T
o 150} 200 20

FSC-A FSC-A FSC-A

Fyadas 30 rmun 2 i Flladas 45 min 2 1cs Fliadas 60 min 3.fcs
Ungatea Ungated Ungatea
10000 1000¢ 10000

llustracién 6.1 Prueba de tiempo de fijacion

6.2. Titulacién de anticuerpos

Se titularon los anticuerpos anti-CD4, anti-CD45RO y anti-WC1 para
conocer la concentracibn minima de anticuerpo que se pueda usar para la
identificacion de poblaciones poblacién y distinguir la emision de fluorescencia de las
células marcadas y las células no marcadas. Para cuantificar la emision de

fluorescencia se uso el indice de tincion o Stain Index (SI) que es una medida
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adimensional que cuantifica la separacion con respecto a distancia entre una
poblacién sin marcar con anticuerpos conjugados (autofluorescencia) y una

poblacién de células con marcada por anticuerpos conjugados (Bigos, 2007).
6.2.1. Titulacion de anti-CD4

Los resultados obtenidos para el anti-CD4 se observa en la grafica
(ilustracién 6.2), en la que se observa que el Sl desde la concentracion indicada por
el fabricante 0.05 mg/ml de anti-CD4 hasta la dilucion 0.005 mg/ml anti-CD4, hay un
incremento en el Sl en las concentracion 0.002 mg/ml y este increment6 se mantiene
hasta la concentracion 0.001 mg/ml, después en las siguientes concentraciones
0.006 y 0.005 mg/ml disminuye el SI, lo cual nos inca que en las concentraciones
0.002 y 0.001 mg/ml se pueden usar para marcar células T CD4, para este
experimento se usé la concentracion de 0.002 mg/ml de anti-CD4 para la

fenotipificacion celular.

Tabla 6.1 indice de tincién anti-CD4

Titulacion de anti-CD4-Alexa 647
Concentracion mg/ml| SI'1 | SI2 | SI 3 |Promedio Sl |Desviacion estdndar
0.05 30.00(31.70(32.10 31.27 1.12
0.002 37.50(39.00(37.20 37.90 0.96
0.001 34.00/39.00(39.50 37.50 3.04
0.0066 29.50/32.80(33.70 32.00 2.21
0.005 36.60(32.50(31.20 33.43 2.82
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llustracién 6.2 Grafica de indice de tincion anti-CD4 de bovino
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llustracién 6.3 Histograma de titulacion CD4 para identificacion de células T efectoras
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6.2.2. Titulacién de anti-CD45RO

Los resultados obtenidos para el anti-CD45RO se observa en la grafica

(ilustracién 6.4), en la que se observa que el Sl desde la concentracion indicada por

el fabricante 0.01 mg/ml hasta la diluciéon 0.001 mg/ml de anti-CD45R0O, en este

grafico se observa que no hay un incremento en el Sl en las concentraciones

posteriores (0.004 - 0.001 mg/ml) y se puede observar una disminucién del Sl con

respecto a la concentracion de anti-CD45R0O. Este comportamiento se debe a que el

anticuerpo tiene poca afinidad, aunque sea especifico para la molécula CD45RO.

Con base a los resultados obtenidos se tomod la decision de usar la

concentracion de 0.01 mg/ml para analisis posteriores sobre la evaluacion del

porcentaje de CD4+/CD45R0O+ en células estimuladas con péptidos de B. bovis.

Tabla 6.2 indice de tincién anti-CD45RO

Titulacion anti-CD45R0O-PE
Concentracion (mg/ml) | SI (1) | SI (2) | Sl (3) | Promedio Sl | Desviacién Estandar
0.0100 6.52 | 6.65 | 6.74 6.64 0.11
0.0040 2.65 | 2.59 | 2.56 2.60 0.05
0.0020 2.08 | 205 | 2.12 2.08 0.04
0.0013 2.06 | 2.02 | 2.08 2.05 0.03
0.0010 2.07 | 2.15 | 2.10 2.11 0.04
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llustracién 6.4 Grafica de indice de tincion de anti-CD45R0O de bovino
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llustracién 6.5 Histograma de titulacion CD45R0O para identificacion de células T efectoras

6.2.3. Titulacion de anti-WC1

Los resultados obtenidos para el antl-WC1 se observa en la grafica
(ilustracion 6.6), en la que se observa que el Sl desde la concentracion indicada por

el fabricante 0.01 mg/ml hasta la dilucién 0.001 mg/ml de anti-WC1, en este grafico
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se observa que no hay un incremento en el Sl en las concentraciones posteriores
(0.004 - 0.001 mg/ml) y se puede observar una disminucion del Sl con respecto a la
concentracion de anti-WCL1. Este comportamiento se debe a que el anticuerpo tiene

poca afinidad, aunque sea especifico para la molécula WC1.

Con base a los resultados obtenidos se tomé la decision de usar la
concentracion de 0.01 mg/ml para determinar el porcentaje de células T-yd

estimuladas con péptidos de B. bovis.

Tabla 6.3 indice de tincién anti-WC1

Titulacién anti-WC1-FITC
Concentracion (mg/ml) | Sl (1) | SI (2) | SI (3) | Promedio Sl | Desviacion Estandar
0.0100 11.40|/10.50/10.50 10.80 0.52
0.0040 7.22 | 5.87 | 6.38 6.49 0.68
0.0020 3.60 | 3.38 | 3.28 3.42 0.16
0.0013 2.07 | 2.24 | 2.02 2.11 0.12
0.0010 2.27 | 212 | 2.23 2.21 0.08
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llustracién 6.6 Grafica de indice de tinciéon de anti-WC1 de bovino
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llustracion 6.7 Histogramas titulaciéon WC1 para identificacion de células T-yd

40



6.3. Identificacion de poblaciones de células T CD4+/CD45RO+ y T WC1+ de

cultivo celular por citometria de flujo

Después de un afio de la dltima inmunizacion con los péptidos de B. bovis
que se les aplico a los bovinos, se evalud la respuesta inmune celular, identificando
poblaciones de células T efectoras que expresan en sus superficies las moléculas
CD4 y CD45RO y poblaciones de células T yd que expresan en sus superficies las
moléculas WC1, esta evaluacion se realizé por citometria de flujo, Los péptidos que
fueron evaluados son los siguientes; P3RAP1Bov, P4RAP1Bov, P5RAP1Bov,
P3MSA2CBov, PAMSA2CBov y P2AMAL, esto es un péptido por bovino, debido a
causas externas que no se podian controlar, la mayoria de los animales inmunizados
no se encontraban en el rancho. Se analizaron las células estimulas con el péptido
(EP) y no estimuladas (SE) que corresponde al animal inmunizado y los resultados

obtenidos se compararon entre ambos.

6.3.1. Expresion de células T CD4+ de PBMC’s estimulados con péptidos de B.

bovis

En la tabla 6-4 y la grafica (llustracion 6.8) se muestran los porcentajes de
las poblaciones de células T CD4+ por péptido. Se observa que los péptido
P3RAP1Bov y P2AMAL tienen diferencia numérica de células TCD4+ de células de
cultivos no estimulados (SE) en comparacion que las células en cultivos estimulados
(EP).

Los péptidos PARAP1Bov y P3MSA2CBov, tienen diferencia numérica en
células T CD4+ de cultivos no estimulados en comparacion a los cultivos estimulados
por los péptidos, mientras que en los péptidos PSRAP1Bov y PAMSA2CBov se
muestra diferencia significativa en los cultivos estimulados en comparacion de los

cultivos no estimulados.
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Tabla 6.4 Porcentaje de células T CD4+

L. SE EP

Péptido Promedio + DE Promedio + DE Valort Valorp
P3RAP1Bov 20.56 + 1.02 18.60 + 2.10 1.46 0.218
PARAP1Bov 25.77 £ 0.45 27.37+1.27 -2.06 0.108
P5RAP1Bov 25.77 +0.91 28.10+0.10 -4.43 *0.011
P3MSA2CBov 15.23 + 0.49 16.57 +1.05 -1.99 0.117
PAMSA2CBov 35.70 £ 0.87 38.07 £ 0.59 -3.90 *0.018
P2AMA1 44.30 £ 3.73 41.63+0.42 1.23 0.286

*Datos con diferencia significativa p< 0.05
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llustracién 6.8 Grafica de porcentaje de células T CD4+ .
*Resultados con diferencia sianificativa p< 0.05 con la prueba t-studen

6.3.2. Expresion de células T efectoras (CD4+/CD45R0O+)

Se obtuvieron los siguientes resultados para las poblaciones de las células
T efectoras (CD4+/CD45R0O+) que se muestran en la grafica (llustracion 6.9) y tabla

6-5 para cada uno de los péptidos. Para los péptidos P3RAP1Bov, P3AMSA2CBov y
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P2AMAL los resultados del andlisis de citometria fueron significativamente diferentes

de esta poblacién celular en los cultivos estimulados en comparacion de los cultivos

no estimulados.

Los resultados de los péptidos P4RAP1Bov, P5RAP1Bov muestran

diferencia numérica de células T efectoras en cultivos estimulados en comparacion

de los cultivos no estimulados.

Tabla 6.5 Porcentaje de células T efectoras CD4+/CD45R0O+

L SE EP

Peptido Promedio + DE | Promedio + DE Valor t Valor p
P3RAP1Bov 65.23 +0.81 77.43 £0.83 -18.21 *0.000
P4RAP1Bov 68.80 +1.30 69.83 £ 0.97 -1.10 0.332
P5RAP1Bov 70.13+£1.05 72.4+2.10 -1.67 0.170

P3MSA2CBov | 67.37 +1.52 72.93 £0.58 -5.94 *0.004
PAMSA2CBov | 73.73+0.42 72.27 £0.70 3.11 *0.036
P2AMAL 51.20 + 4-60 75.00 £ 0.46 -8.91 *0.001
*Datos con diferencia significativa p<0.05
Células T efectoras (CD4+/CD45R0O+)
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llustracién 6.9 Grafica de porcentaje de células T efectoras
*Resultados con diferencia significativa p< 0.05 con la prueba t-student
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6.3.3. Expresion de células T yd (WC1+)

Los resultados los porcentajes de células T-yd que expresan la molécula
WC1 (ilustracion 6.10) obtenidos por citometria no tienen diferencia significativa
estadisticamente entre las células de los cultivos estimulados y las células de los

cultivos no estimulados.

Tabla 6.6 Porcentaje de células T-yd WC1+

_ SE EP

Péptido Promedio Promedio Valor t Valor p
P3-RAP-1 36.30 + 3.03 38.33+2.96 -0.83 0.452
P4-RAP-1 24.83 +£0.93 24.20 + 1.67 0.57 0.597
P5-RAP-1 20.93+0.15 22.17 £0.83 -2.52 0.065
P3-MSA 2c 27.37 +2.34 27.53 +£3.81 -0.06 0.952
P4-MSA 2c 3457 £1.97 36.27 + 3.81 -0.69 0.530
P2-AMA-1 28.73 +3.33 24.10 + 2.69 1.88 0.134
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llustracién 6.10 Grafica de porcentaje de células T-yd WC1+
*Resultados con diferencia sianificativa p< 0.05 con la prueba t-student

6.4. Evaluaciéon de citocinas

La evaluacion de citocinas se realizo con la técnica de ELISA de sandwich
semicuantitativa para las interleucinas IL-4 e INF-y y para IL-10 se us6 una ELISA
competitiva, y para cuantificar la concentracién de cada interleucina se empled los
sobrenadantes de cultivo celular para la determinacion de las mismas, los cuales

fueron obtenidos a las 18 horas después de la estimulacion.
6.4.1. Evaluacion de INF-y

El resultado obtenido para esta citocina en sobrenadantes de cultivo se
observa en la grafica (llustracion 6.11). en los péptidos. Los sobrenadantes de cultivo
de los péptidos PARAP1Bov, P3MSA2CBov y P2AMA1 muestras mayor diferencia
significativa de INF-y, en sobrenadantes de cultivos estimulados en comparacion

guelos cultivos no estimulados.
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6.4.2. Evaluaciéon de IL-10
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llustracién 6.17 Concentracién de IL-10 en sobrenadantes de cultivo
*Resultados con diferencia significativa p< 0.05 con la prueba t-student

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de IL-10 se observan en la
grafica (ilustracion 6.12). El péptido P2AMAL fue significativamente estadisticamente
en las células de cultivos no estimulados en comparacion de las células de los
cultivos no estimulados.
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7. Discusioén

Brown et al., (1994), caracterizaron y analizaron por citometria de flujo el perfil
celular tras estimular cultivos in vitro de clonas de células T CD4+ procedentes de
bovinos infectados con B. bovis, ademas Brown et al., (1996) identificaron epitopos

T y B inmunodominates en secuencias de la proteina RAP-1 de B. bovis.

Por lo que en el presente trabajo se evalud la respuesta inmune celular que
generan los péptidos de epitopos B de P3RAP1Bov, PARAP1Bov, PSRAP1Bov,
P3MSA2CBov, PAMSA2CBov y P2AMAL, como agentes vacunales y para identificar
la presencia de epitopos T y caracterizar que poblaciones celulares se estimulan por

los péptidos, realizando una inmunatipificacion de células T por citometria de flujo.

La identificacién de las poblaciones celulares se realiz6 utilizando el indice de
separacion (Sl) de emision de fluorescencia por citometria de flujo como lo hizo Bigos

(2007), encontrando indices de separacién similares.

Los porcentajes de las poblaciones de linfocitos totales encontrados en el
presente estudio a los encontrados por (2013) obtenidos por una estrategia de
identificacion de poblaciones diferente.

En el presente trabajo se encontr6 que en cultivos de PBMC de bovinos
estimulados con los péptidos PSRAP1Bov, PAMSA2CBov (por separado) mostraron
diferencias significativas en las poblaciones de células T CD4+ comparadas con
cultivos no estimulados, los resultados fueron similares a los reportados por Brown y
Flisher (1992), cuando estimularon células clonas de T CD4+ de bovinos con
antigenos crudos de B. bovis. Sin embargo, los cultivos estimulados con los péptidos
P3RAP1Bov, P4RAP1Bov, P3MSA2CBov y P2AMA1 no mostraron diferencias

significativas comparados con cultivo no estimulados.

Los cultivos de PBMC estimulados con los péptidos P3RAP1Bov,
P3MSA2CBov y P2AMA1, mostraron diferencias significativas en las poblaciones de
células T CD4+/CD45R0O+ comparados con los cultivos no estimulados, mostrando
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similitud con los resultados obtenidos por Brown et al., (1993 b) donde reportaron

que las clonas de células T CD4+ expresaban en la superficie la isoforma CD45R0O.

La expresion de la molécula CD45R0O sobre las células T CD4+ también se
encuentra asociada con células T CD4 de memoria en bovinos con fenotipo
CD45R0O+/CD62L+ (MacHugh et al, 1992), los resultados de los péptidos
P3RAP1Bov, P3MSA2CBov y P2AMAL pueden estar asociados con una respuesta
inmune T de memoria, debido a que la evaluacion in vitro se realizé después de un
afio de la dltima inmunizacion con los péptidos. Sin embargo, para determinar si hay
una respuesta de memoria generada por los péptidos se deberia analizar la
expresion de la molécula CD62L.

McGill et al., (2014) encontraron que las células T-yd (WC1) de bovinos
reconocian péptidos sintéticos de Mycobacterium bovis, ademas de encontrar que
las células T-yd se activan por los péptidos para la produccion de INF-y, sin embargo,
en el presente trabajo los resultados obtenidos por citometria de flujo muestran que
no hay diferencia significativa en las poblaciones células T-yd estimuladas y no
estimuladas con péptidos sintéticos de B. bovis de las proteinas RAP-1, MSA-2c y
AMA-1

Se determino la concentracion de INF-y por ELISA indirecta tipo sandwich, en
sobrenadantes de los cultivos estimulados y no estimulados por péptidos de B. bovis,
donde se encontré que los sobrenadantes de los cultivos estimulados con los
péptidos PARAP1Bov, P3MSA2cBov y P2AMA1 mostraron diferencia significativa en
comparacion con los sobrenadantes de cultivos no estimulados, los resultados
obtenidos de P3MSA2cBov y P1AMA1 son similares con los de Sopp y Howard
(2001) donde reportaron que células con fenotipo TCD4+/CD45RO+ contenian
transcriptos de INF-y.

La IL-10 es una citocina que inhibe la produccion de INF-y en células T de
bovinos con infecciones cronicas de B. bovis (Chitko-McKnown et al., 1995), en este
trabajo la produccion de IL10 fue cuantificada por ELISA competitiva, los resultados

obtenidos muestran que la cantidad de IL-10 en sobrenadantes de cultivos no
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estimulados es mayor que en los cultivos estimulados por los péptido, como
reportaron Tuo et al., (1999), en clonas de células TCD4+ estimuladas con antigenos
de B. bovis productoras de IL-12 inhiben la produccion de IL-10. En este trabajo no

se evalud la concentracion de IL-12.

Los péptidos P3MSA2cBov y P2AMAL se caracterizan por activar células T
CD4+/CD45R0O+ secretoras de INF-gamma similar al perfil inmunolégico de la
proteina quimérica expresada en un poxvirus (rMABbo) reportado por Jaramillo et
al., 2014. Recientemente se reportd que para esta misma proteina tiene epitopos B

y T, mediante un analisis por citometria (Jaramillo et al., 2016)

Los péptidos P5RAP1Bov y P4MSA2cBov, no activan células
TCD4+/CD45R0O+, ni poblaciones de células T-gamma-delta, pero activan células T
CD4+, los péptidos tienen epitopos T, pero estos no son especifico de para activar

células T efectoras contra B. bovis (Brown y Fitch, 1994).

El péptido PSRAP1Bov activa células TCD4+/CD45R0O+, sin embargo, la
concentracion de INF-gamma en sobrenadantes de cultivos estimulados es mayor
numeéricamente que, en los sobrenadantes de cultivos no estimulados, sin embargo,
este péptido se tendria que volver a analizar, debido a que la evaluacion no se realizé

con periodos de post-inmunizacién mas cortos.

8. Conclusion

Los resultados obtenidos concluyen que:

e Los péptidos PBMSA2C y P2AMAL son buenos candidatos vacunales

porque activan ceélulas T efectoras (CD4+/CD45RO+) y en los
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sobrenadantes de cultivos estimulados por los péptidos hay mayor
concentracion de INF-gamma.

Los péptidos P5SRAP1Bov y PAMSA2cBov, tienen epitopos T, sin
embargo, estos epitopos no activan a células T efectoras
(CD4+/CD45R0O+).
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10. Anexo

Anexo 1
PBS 10 X
Cloruro de sodio NaCl
Fosfato de sodio monobasico NaH2PO4
Fosfato de sodio dibasico Na2HPOa4
Agua destilada dH20
pH 7.4
Esterilizar por filtrado en poro 0.22 um
Anexo 2
RPMI (Sigma R4130-10 L)
RPMI 1640
Bicarbonato de sodio NaHCOs al 7.5 %
Agua destilada dH20
Ajustar pH 7.4
Esterilizar por filtrado en poro 0.22 pm
Anexo 3
Buffer de bloquéo 10%
PBS 1XpH 7.4

Suero de bovino autdlogo

Anexo 4
Buffer de tincion
PBS 1XpH 7.4

Azida de sodio 0.05 %

87.7¢
15¢g
139
cbp 1000 ml

8.2¢

1g
500 ml

90 ml

10 ml

90 ml

0.005 g
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Disolver la azida de sodio un una campana de
extraccion

Anexo 5

Protocolo de cuantificacion de IL-4 por ELISA. Bovine Interleukin 4 (IL-4) ELISA Kit
MBS740126

1.

Tomar las celdas a usar con guantes, adicionar 50 ul de cada estandar (A-
F), los estandares ponerlos en duplicados. Adicionar 50 pl de muestras en
los pozos siguientes. Como blanco adicionar 50 ul de PBS pH 7.4.
Adicionar 5pl de Balance Solution solo a los pozos con muestra que sean
sobrenadantes de cultivo, en caso de usar suero o plasma omitir este paso.
Adicionar 100 pl de conjugado a todos los pozos, excepto al blanco. Mezclar
en cada pozo. cubrir e incubar la placa por una hora a 37°C.

Lavar la placa con 200 ul de Buffer, realizar esto 5 veces, en el ultimo lavado
cerciorarse de dejar seca la placa.

Adicionar 50 pl de Subtrate A y 50 ul de Subtrate B para cada pozo
incluyendo el blanco. Cubrir e incubar por 15 minutos a 37 °C.

Adicionar 50 pl de Stop Solution a todos los pozos incluyendo al blanco.
Determinar la Densidad Optica (OD).
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