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“ RESUMEN

El calostro es la primera secrecion producida por la glandula mamaria
después del parto, éste contiene componentes con actividad biolégica e
inmune entre los cuales se encuentran en gran cantidad inmunoglobulinas y
citocinas maternales, las cuales son importantes para el desarrollo del
sistema inmune del becerro, ya que al nacer depende de la transferencia de
estos factores inmunes de la madre por via digestiva mediante la ingesta de
calostro, el cual durante el periodo de lactancia protege a los becerros de
patégenos hasta la maduracion de su sistema inmune. Aun a pesar que, el
paso de componentes inmunes mediante el calostro proporciona ventajas al
becerro, es asi también a través de la via digestiva que se pueden
transmitir algunas enfermedades por ejemplo la tuberculosis bovina (TBb),
misma enfermedad crénica en los animales provocada por la bacteria
Mycobacterium bovis, la tuberculosis es una zoonosis de caracter mundial.
Las citocinas son pequefias moléculas que interactian en diferentes
sistemas y procesos, particularmente en la accidbn de mecanismos que
producen la inflamacion, regulan la intensidad de la respuesta inmune,
estimulando o inhibiendo la proliferacién de ciertas estirpes celulares para
asi éstas, secreten anticuerpos, citocinas y otras moleculas que el calostro
bovino contiene. El propésito de este trabajo fue determinar los niveles de
algunas de las citocinas presentes en muestras de suero de calostro de
ranchos con alta prevalencia a TBb de Jalisco, los grupos de estudio
fueron denominados de acuerdo a la reactividad a PPD (Derivado Proteico
Purificado) mediante la prueba cutdnea de tuberculina (TST), en 3 grupos
de estudio, muestras de vacas: 1.- Reactoras a TST, 2.- No Reactoras a
TST y 3.- Hatos Libre (HL), determinando los niveles de: interleucina 4 (IL-
4), interferon-gamma (IFN-y), interleucina 6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) utilizando la prueba de inmunoabsorbancia ligada a
enzimas (ELISA). Los resultados de los niveles de citocinas en los
diferentes grupos de estudio se analizaron estadisticamente y se observé
gue existe una diferencia significativa en los niveles de IL-6 entre los grupos
reactoras y no reactoras a TST con el grupo de HL, asi también en los
niveles de TNF-a se encontro diferencia entre los tres grupos de estudio.
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1. INTRODUCCION

El calostro y la leche proporcionan una dieta completa al becerro recién nacido, el
calostro provee los principales factores para la proteccion inmunoldgica del becerro.
En los rumiantes no hay intercambio de factores inmunes a través del utero, por lo
que el calostro y, en menor medida la leche proporcionan proteccién, a través de un
alto contenido de inmunoglobulinas sin las cuales los rumiantes no podrian
sobrevivir. Las inmunoglobulinas de calostro, en conjunto con la habilidad intestinal
de los rumiantes en las primeras horas de vida, permiten el paso de las grandes
moléculas como las inmunoglobulinas por la apertura del espacio intersticial del
intestino, proporcionan al becerro una inmunizacién de tipo pasiva (Robinson et al,
1988). Sin embargo, tanto la concentracién de inmunoglobulinas en calostro como la
permeabilidad del intestino disminuyen rapida y progresivamente, cerrandose
después de las 48 horas después del nacimiento. Por lo tanto, un adecuado
suministro de calostro, abundante en inmunoglobulinas es esencial durante este
breve periodo de tiempo para asi, los becerros obtengan la inmunidad pasiva
necesaria para sobrevivir hasta la madurez de su sistema inmune (Blum et al, 2000).
Ademas de las inmunoglobulinas que son muy importantes, existen otros factores
inmunes en calostro que tienen un papel importante en la proteccion y defensa
contra organismos patégenos, tales como factores de crecimiento, bactericidas y
citocinas (Barrington et al, 1997). El sistema inmune es el responsable de generar
una respuesta protectora en los organismos contra cualquier patégeno, para lo que
se requiere una interaccion compleja de células y moléculas dirigidas a la deteccion
y subsecuentemente la eliminacién de patégenos (Davis y Drackley, 1998). Tanto el
sistema inmune adaptativo o adquirido como el sistema inmune innato operan en la
glandula mamaria del bovino, donde el sistema inmune innato representa la primera
linea de defensa inicial protegiendo al cuerpo de infecciones antes de entrar en
juego el sistema inmune adaptativo. La respuesta inmune adaptativa mediada por
células T y células B depende de la memoria para la respuesta rapida a
microorganismos, virus o patégenos a los que ha sido previamente expuesta. En la
glandula mamaria del bovino existen mecanismos de defensa del huésped basados

en el sistema inmune (Abbas y Lichtman, 2007).



2. ANTECEDENTES

2.1 Produccion lechera en contexto internacional, nacional y estatal

La leche es un objeto de estudio muy importante ya que es un alimento importante
para la vida y de consumo humano por sus incomparables aportaciones
nutricionales. México ocupa el quinceavo lugar de mayor productor de leche con el

2.4% en volumen de produccioén a nivel mundial como se muestras en la figura 1.
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Figura 1. Produccion de leche en los principales paises del mundo, toneladas, 2011.

El estado de Jalisco representa la mayor cuenca productora de leche a nivel
nacional. La raza de ganado Holstein Friesian es la de mayor presencia en las
ganaderias con sistemas de produccion alta. En el cuadro 1 se muestra la

produccion de leche por estado.



Cuadro 1. Produccion de leche en México por principales entidades federativas.

2000 2010 2012 2103 pronéstico 20102012
| 95 Coshuiladezarmgoza 418730| 325724 863,752 1,243,058 1275065 1,287,917 1321212 1,268,
| 0 burango 352,301 343947, 901,137 1,001,137 997,155 1,037,911 989210 1,012,
| %8 chihushua 381,783 467,431 735251 934328 930,020 979,502 982,485, 948,150
11 Guanajuato 402,764 499350 629,292 775108 784,770 789,759 744,527 783,212
' 30 Veracruzdelgnaciodelaliave 531,361 549,463 654,83 722,465 723,106 717,29 709,684 720,954
| 15 México 638,981 304519 468953 473261 48208 468,733 269,762 476,359
21 puebla 266,523 260,400 354,863 403,100 404,132 425770 435,601 411,001
07 Chiapas 300,674, 200,469 306,843 385455 402,583 402,726 402,552 396,921
| 01 asusscalientes 127,705 183106 390527 369,253 37228 367,599 368,668 369,701
13 Midalgo 167,031 273229 376,837 419273 398540 364,018 410,052 393,924
' 1% Michoacan deOcampo 326,963, 236,618 293928 331,038 339,389 350,057 336,682 340,161
22 louerétaio Arteaza 213,357 127,750 186,683 192,422 195,147 336,645 331,636 241,405
32 Zacatecas 127,643] 101843 143312 171,703 172,867 159,309 171,895 167,960
| TOTALNACIONAL 520,58 4394294 7,984,391 9388200 946565 10946015 10342034 9934300

Modificado de SAGARPA 2013.

Las principales regiones del estado de Jalisco dedicadas a la produccion de leche

son la regién de los Altos, la Ciénega de Chapala. Los municipios que destacan con

mayor actividad ganadera son Tomatlan, Mezquitic, Talpa, Tepatitlan, Ameca, Villa

Purificacion, Casimiro Castillo y Cuautitlan de Garcia Barragan (Unién Ganadera

Regional de Jalisco, 2012) ver figura 2.

Figura 2. Distribucion de la actividad ganadera en el estado de Jalisco (Uniobn Ganadera
Regional de Jalisco 2014).



Jalisco es un estado importante productor de leche, existen muchos ranchos
ganaderos para cubrir esta demanda que deben garantizar un producto de alta
calidad, sin embargo, debido a los procedimientos para la recolecciéon de leche
existen momentos donde los animales estan en contacto cercano y es ese momento
cuando puede ocurrir la transmision de diversas enfermedades, tales como

tuberculosis bovina a través de secreciones salivales.

2.2 Sistemas de produccion de leche y becerras

En los sistemas de produccion lechera (ranchos lecheros) el ganado esta sometido a
un proceso que se divide en un periodo de seca y un periodo de prefiez, al dar a luz
a la cria (ver figura 3). En el caso de ser becerra la recién nacida, generalmente se
deja en el rancho para que llegue a su adultez y posteriormente sea vaca productora
de leche. Esta becerra debe de consumir calostro bovino que le provea los
componentes para sobrevivir. Debido a que en los ranchos lecheros existe un
continuo ciclo de crianza de becerras, es posible que pueda ocurrir transmisién de
diversas enfermedades por via transversal a través de la via de inmunidad pasiva
por ingesta de calostro (UGRJ, 2014).
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Figura 3. Etapas de becerra-vaca; periodos de produccion.

Instituto Babcock para la Investigacion y Desarrollo Internacional de la Industria Lechera de la Universidad de
Wisconsin Madison (Union Ganadera Regional de Jalisco 2013).



2.3 Calostro bovino

El calostro bovino es la primera secrecion producida por la glandula mamaria
después del parto antes de la leche, es comun en todos los mamiferos y esencial
para el desarrollo, contribuyendo al establecimiento del estado inmunitario del recién
nacido (Scammell, 2000). El color del calostro bovino es generalmente amarillo ocre,
consistencia similar a la miel y una textura grumosa, que difiere de la leche debido a
su contenido de componentes y en diferentes concentraciones. El calostro se
produce y se encuentra en la ubre durante las primeras 72 horas posteriores al
nacimiento, una vez transcurrido ese tiempo a partir del dia 4 se conoce como leche
en transicion para después convertirse en leche madura (APS biogrup, 2012).

En el caso de los bovinos, la vaca no transmite inmunidad al becerro por via tras-
placentaria; es decir no hay paso de las principales moléculas de la inmunidad como
las inmunoglobulinas (Oliveira et al, 2012). De tal forma que, los becerros nacen sin
ninguna inmunidad que los proteja contra infecciones y dependen de la absorcién
intestinal de anticuerpos a partir del calostro para su sobrevivencia proporcionada
por la madre inmediatamente después del parto, siendo este, fuente de inmunidad
adquirida inicial mediante la via pasiva (Agarwal 2011).

Sacerdote y colaboradores en 2013 realizaron la evaluacién de los componentes
biolégicamente activos de calostro mostrando que el calostro contiene significantes y
reproducibles cantidades de factores bioactivos, incluyendo citocinas, factores de
inmunomodulacion, factores de crecimiento e inmunoglobulinas.

En los sistemas de produccion de leche es importante proveerle al becerro recién
nacido el calostro necesario para su proteccion, desarrollo y crecimiento. Donde
surge la duda si este calostro ademas del darle componentes de proteccion

importantes también contiene microorganismos que pueden ser patdégenos.

2.3.1 Composicion del calostro
El calostro difiere de la leche en composicion, propiedades fisicas y funciones, ya

gue contiene una cantidad de nutrientes importantes para el becerro, que le

suministran su primer alimento, le ayudan a adaptarse a un nuevo ambiente y lo
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protege en los primeros meses de vida contra enfermedades. Ademas de ser una
fuente de nutrientes de proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales, el
calostro contiene 60 veces mas inmunoglobulinas, dos veces mas solidos, 100 veces
mas vitamina A, 6 veces mas proteina y 3 veces mas minerales que la leche, las
concentraciones de estos componentes varian en dependencia del tiempo
transcurrido después del parto, (ver cuadro 2) (Pakkanen et al., 1997; Boudry et al
2008).

Cuadro 2. Composicion del calostro bovino después de: 1, 2 y 3 dias después del parto;

comparacion con leche madura.

Numero de ordeios

Descripcion 1 2 3 Leche
Gravedad especifica 1.056 1.040 1.035 1.032
Solidos Totales, % 23.9 17.9 14 .1 12.9
Proteina total, % 14.0 8.4 51 31
Caseina, % 4.8 4.3 3.8 2.5
Inmunoglobulina G, g/L 48.0 250 15.0 0.6
Grasa, % 6.7 5.4 3.9 3.7
Lactosa, % 27 3.9 4.4 5.0
Vitamina A ng/g de grasa 45 - - 8
Vitamina D Ul/g de grasa 1.3 - - 0.6
Vitamina E ng/g de grasa 125 - - 20
Tiamina ng/100g 80 - - 40
Vitamina B 12 ug/100g 3 - - 0.5
Minerales Totales, % 1.11 0.95 0.87 0.74
Calcio, % 0.26 - - 0.13
Faosforo, % 0.24 - - 0.11
Hierro, % 0.20 - - 0.04
Cobalto, % 0.5 - - 0.05

-. Informacion no disponible
* Adaptado de Gorril, 1972 y Quigley, 1998 (b)

El calostro también contiene diversas moléculas biolégicamente activas importantes
para funciones especificas, como inmunoglobulinas (IgG1, IgG2, IgA, IgM), factores
de crecimiento (IGF-I, IGF-Il), hormonas del crecimiento (EGF), asi también
inhibidores del crecimiento bacteriano como lactoferrina, lactoperoxidasa y lisozima,
también contiene citocinas las cuales han sido poco estudiadas a la fecha. Algunas
de las citocinas reportadas estan descritas y remarcadas en el cuadro 3 (Boudry et
al, 2008).



Cuadro 3. Principales componentes del calostro y la leche bovina por litro.

Componente Calostro bovino (por litro) Leche bovina (por litro) Referencia

DM 153-245 ¢ 122 g Blum et al., 2000
Proteina cruda 41-140 g 344 Gopal et al., 2000
Lactosa 27-46 g 46 ¢ Gopal et al, 2000
Grasa bruta 39-44 g 374 Gopal et al, 2000
Ceniza bruta 5-20 ¢ 79 Gopal et al, 2000
1gG1 50-90 g 0.30-0.40 g Elfstrand et al, 2002
1gG2 15-2¢g 0.03-0.08 ¢ Elfstrand et al, 2002
IgA 3.0-6.5¢ 0.04-0.06 g Elfstrand et al, 2002
IgM 3.8-6¢ 0.03-0.06 ¢ Elfstrand et al., 2002
Lactoferrina 15-5¢g 0.1-0.3¢ Korhonen, 1977
Lactoperoxidasa 30 mg 20 mg Korhonen, 1977
Lisozyma 0.14-0.7 mg 0.07-0.6 mg Korhonen, 1977
IL-1B 840 ug 3ug Hagiwara et al., 2000
IL-1ra 5.2 mg 27 ug Hagiwara et al., 2000
IL-6 77 ug 0.15 pg Hagiwara et al., 2000
TNF-a 926 ug 3.3 ug Hagiwara et al., 2000
IFN-y 260 ug 0.2_1 ug ﬂagiwara et al., 2000
IGF-1 100-2000 pug <25 ug Elfstrand et al., 2002
IGF-2 200-600 pg <10 ug Pakkanen et al., 1997
GH <lug <0.03 pg Scammell, 2001
EGF 4-8 mg 2 ug Scammell, 2001
TGF-B2 100-300 pg 1-2 pg Elfstrand et al., 2002

DM = materia seca; Ig = inmunoglobulinas; IL = interleucinas; TNF = factor necrosis tumoral; INF =
interferon; IGF = facor de crecimiento insulina; GH =hormona de crecimiento; EGF =factor de
crecimiento epidérmico; TGF = factor de crecimiento transformante (Modificada de Boudry C. et al

2008).

2.3.2 Calostro y componentes con actividad biologica
Dentro de los componentes del calostro existen factores inmunes y factores no

inmunes, algunos de estos componentes tienen mas de un efecto sobre la
regulacion general y sobre el sistema inmune (sustancias inmunoreguladoras),
mientras que la presencia de algunos otros aun estan en estudio y se conoce alguno
de sus efectos que ejerce sobre el intestino. Algunas de las moléculas presentes en

el calostro se mencionan a continuacion y se describe su funcion principal.

2.3.2.1 Timosina (cadena alfa y beta) Hormona compuesta de dos proteinas
base, cadenas que estan por separado presentes en calostro bovino, las
cadenas actlan sobre el timo independientemente o en conjunto entre si,
otras para estimular la activacion, desarrollo y mantenimiento del sistema

inmune.



2.3.2.2 Timulina péptido rico en prolina (PRP) Una hormona similar a una
proteina pequefia que actua sobre el timo y otros 6rganos asociados con el
sistema inmune para evitar que se genere una reaccion exacerbada del

sistema inmune ante una amenaza.

2.3.2.3 Citocinas Pequefas proteinas producidas por varias células en el
cuerpo que inducen las respuestas especificas de células, promoviendo el

movimiento de las mismas hacia el sitio de una amenaza.

2.3.2.4 Linfocinas Proteinas de varios tamafios que son producidas por
diferentes tipos celulares que promueven la maduracion de células
funcionales para que puedan liberar sustancias capaces de destruir un

microorganismo invasor.

2.3.2.5 Factores de transferencia Pequefias proteinas se producen una
respuesta del cuerpo a la exposicion de ciertos organismos, particularmente
aguellos que residen en tejidos profundos durante un largo periodo de tiempo
(Ejem. Mycobacterium tuberculosis). Son especificos para un particular
microorganismo. Los factores de transferencia no estan limitados en defensa
del cuerpo contra una sola infeccion por estos microorganismos, sino mas
bien actian en varias células junto con otros factores, en un intento de

mantener los microorganismos bajo control.

2.3.2.6 Lactoferrina Proteina con hierro disponible. Ciertas bacterias
aerobias, como E. coli requiere hierro para reproducirse y por lo tanto
lactoferrina es una sustancia efectiva, cuando se opera en presencia de un
anticuerpo especifico para impedir el crecimiento de algunos microorganismos

en el intestino.



2.3.2.7 Transferrina Proteina transportadora de hierro uniéndose al mismo y
pueda actuar impidiendo el crecimiento de ciertas bacterias aerobias,

particularmente las del intestino.

2.3.2.8 Lisozima Enzima potente que se une a la pared celular de ciertas
bacterias patogénicas y proteinas seleccionadas y las degrada generando
agujeros en la pared de la bacteria.

2.3.2.9 Lactoperoxidasa Enzima efectivamente moderada que también
puede adherirse a la pared de ciertas bacterias, degrada otras proteinas
seleccionadas e interfiere con la habilidad de la bacteria para replicarse.

2.3.2.10 Xantina oxidasa Enzima medianamente efectiva que puede
adherirse a la pared de ciertas bacterias, degrada proteinas diferentes que los
afectados por lactoperoxidasa y también interfiere con la habilidad de

replicacion de las bacterias.

2.3.2.11 Gl6bulos blancos (leucocitos) Principalmente tres tipos de glébulos
blancos funcionales estan presentes en calostro incluyendo linfocitos,
macrofagos y células polimorfonucleares. Los macréfagos tienen la habilidad
de fagocitar microorganismos u otros objetos extrafios generando sustancias
internas para la destruccién de los microorganismos, funcién que puede ser

potenciada cuando los anticuerpos primero atacan a los microorganismos.

2.3.2.12 Oligosacéaridos y glicoconjugados Carbohidratos complejos
(azucares) que se pueden adherir a sitios especificos en el interior de la
superficie del tracto gastrointestinal y prevenir la unidbn de otros

microorganismos patdgenos (Kleinsmith et al, 2011).

Debido a sus diversos componentes y funciones existen reportes donde el calostro

bovino y/o componentes al ser ingeridos por humanos se han propuestos como un



agente/s adyuvante en el tratamiento de algunas enfermedades cronicas como:
diabetes, colitis y para la cicatrizacion de heridas. Estos mudltiples efectos son
claramente relacionados con la presencia de una gran variedad de factores activos,
inmunoglobulinas, micronutrientes, nucleotidos, oligosacaridos, junto con citocinas,
factores de crecimiento termolabiles, complemento y factores antibacteriales
(Sacerdote et al, 2012).

Dentro de los componentes con actividad bioldgica contenidos en el calostro, estos
son importantes en procesos de proteccion y maduracion del tracto gastrointestinal
del becerro mediando la transferencia de defensas de la madre al recién nacido que
no es exclusiva debido a las inmunoglobulinas que se encuentran en gran

proporcion, sino también por otros mediadores inmunes (Stelwagen et al, 2008).

2.3.3 Calostro y componentes inmunes
Los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (lgs) son el principal componente del

sistema inmune adquirido presente en calostro y leche. La mas abundante clase de
inmunoglobulina en leche y calostro bovino es IgG1. En contraste, IgA e IgM estan
presentes en menor concentracion en el calostro bovino (Stelwagen et al, 2008). Las
Igs estan marcadas por una dualidad de estructura y funcién que proporcionan un
policlonal conjunto de receptores para la célula B, que permiten a la célula producir
una gama muy diversa de sitios de unién ligando. Esta diversidad permite a las Igs
reconocer una serie casi ilimitada de antigenos propios y no propias, que van desde
compuestos fundamentales a la vida como el ADN a moléculas hechas por el
hombre, que no podria haber jugado un papel en la evolucion del sistema inmune.
Las Igs también proporcionan al sistema inmune una actividad en conjunto con
moléculas efectoras que pueden activar y fijar el complemento, y pueden unirse a los
receptores Fc sobre las superficies de los granulocitos, monocitos, plaquetas y otros
componentes de la respuesta inmune. Tanto la activacion del complemento y la
union a receptores Fc pueden contribuir a la induccion o mantenimiento de la
inflamacion (Schroeder et al, 2008).

Se han identificado en calostro y leche una amplia variedad de componentes

vinculada a la respuesta inmune innata presencia de neutréfilos, macréfagos,
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complemento, oligosacaridos, gangliosidos, especies reactivas de oxigeno, proteinas
fase aguda, factores inmunomoduladores (incluyendo diferentes citocinas pro y
antiinflamatorias), ribonucleasas y un rango de péptidos y proteinas con actividad
directa antimicrobial. Muchos de estos componentes son originalmente producidos
por células especializadas en la glandula mamaria. Por ejemplo, los neutrofilos y
macréfagos infiltrados de la gldndula mamaria no solo matan bacterias directamente
a través de fagocitosis, pero son también responsables de la produccion de muchas
citocinas, especies reactivas de oxigeno y péptidos antimicrobianos. La presencia y
concentracion de componentes inmunes en leche varia dependiendo de las etapas
de lactacion. Inmediatamente post-parto presenta altas concentraciones de
componentes inmunes que se pueden encontrar en calostro, con inmunoglobulinas
gue componen un aproximadamente 5 % del contenido de calostro. Posteriormente
la concentracion de inmunoglobulinas disminuye significativamente, pero aumenta
de nuevo durante una lactacion tardia. De manera similar el nimero y proporcion de
neutréfilos en leche aumenta considerablemente hacia el final de la lactacion. El
contenido de proteinas inmune innatas en leche también varia con la etapa de
lactacion. La concentracion de componentes inmunes en leche varia

considerablemente entre vacas sanas (Stelwagen et al, 2008).

2.3.4 Modulacién del sistema inmune maternal bovino durante el
embarazo

El embarazo es el Unico periodo para la madre en el cual el sistema inmune tiene
gue ser ajustado para apoyar el desarrollo de la cria sin amenazar la vida de la
madre. Durante una infeccion el sistema inmune de los bovinos es capaz de reclutar
leucocitos y producir citocinas en respuesta a la presencia de microorganismos. Las
células inmunes estan presentes en el endometrio bovino incluyendo células T CD4
(Células T helper), T CD8 (Células T citotéxicos), CD5 (células B) y macréfagos
durante el ciclo estral y el embarazo. También el endometrio expresa proteinas
involucradas en la inmunidad innata, como [B-defensinas. La activacion, estado y
funcién de células inmunes en endometrio bovino no se entiende completamente.

Las células inmunes que estan presentes en la interface maternal fetal pueden no
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solo promover tolerancia, pueden también estar alli como células de vigilancia para
prevenir una ocasional infeccion uterina a la altura del sistema maternal durante el
embarazo. Ademas hay muchas proteinas que son secretadas por el epitelio luminal
gue pueden modular las células inmunes. En humanos, quimiocinas y citocinas se
expresan por las células del endometrio y el nivel de su expresién parece ser
regulado por la hormona cebadora del Gtero. También en bovinos, el endometrio
expresa un amplio rango de factores inmunes, incluyendo interleucina 13, IL-6, IL-8 y
IL-10 y TNF-a. El embarazo también tiene un impacto en los niveles de circulacion
de células inmunes. En la vaca en el dia 33-34 de embarazo no hay cambios en el
numero de CD4, CD8 o células yd comparado con los animales no embarazados
(Oliveira et al, 2012).

2.4 Glandula mamaria bovinay células

Los componentes celulares de las secreciones lacteas estan constituidos por células
como macrofagos (M), neutréfilos polimorfonucleares (PMN), linfocitos (L) y, en
menor medida, células epiteliales, conocidas como Células Somaticas (CS). Las CS
son un componente normal de la secrecion lactea, cuyo niumero y proporcion varia
dependiendo del estado fisioldgico en que se encuentre la glandula, como de ser el
caso del grado de infeccion (Meglia et al, 2001).

En las secreciones lacteas de glandulas no infectadas, las CS se encuentran en un
ndmero menor a 1 x 10° células/ml, su composicién promedio basicamente esta
formada por un 12% PMN, 60% de M@ y 28% de linfocitos, de los cuales un 20%
son linfocitos B y un 47% de linfocitos T. Los polimorfonucleares (PMN) tienden a
incrementarse durante el dltimo tercio de la lactancia, tornandose el componente
celular predominante durante las primeras cuatro semanas del periodo seco, seguido
de Mo y linfocitos. El nimero de CS en esta etapa se incrementa hasta 5 — 6 x 10°
células/ml. En una etapa posterior, cuando la glandula involuciona totalmente, los
Me vy linfocitos tienden a predominar nuevamente, con una proporcion promedio de
44% de Mo, 39% linfocitos y 17% PMN. En este caso, los linfocitos B representaron

el 28% vy los linfocitos T el 47%. Aproximadamente dos semanas antes del parto, las
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proporciones celulares cambian nuevamente, hallandose en mayor cantidad los
linfocitos, seguidos de M@ y PMN. Las células epiteliales se encuentran en una
proporcién baja, menor al 2% durante gran parte del ciclo productivo del animal. Sin
embargo, pueden alcanzar valores de hasta un 15% durante el primer mes de
lactacion.

Durante una infeccion bacteriana de la glandula las CS se incrementan
considerablemente en un periodo de 12 — 24 horas, siendo los PMN el principal
componente de este incremento. La principal funcion de los PMN es de fagocitosis y
destruccion de microorganismos, siendo considerados como la primera barrera de
defensa celular de la glandula mamaria contra los patégenos. Con el proceso de la
ordefia se remueven los PMN envejecidos, que son reemplazados por células
nuevas procedentes de la sangre, proceso denominado migracion leucocitaria. En
los animales sanos, la produccion y destruccion de PMN se encuentra muy bien
regulada, manteniendo su nimero constante en sangre, leche y otros tejidos. Los
PMN maduran en la médula 6sea y luego son liberados a sangre, donde circulan por
aproximadamente 12 horas antes de migrar a los tejidos. En la glandula mamaria
son viables por aproximadamente 1 — 2 dias, periodo después del cual se tornan
senescentes y sufren apoptosis o0 muerte programada. Asi, los PMN son reconocidos
y fagocitados por los Mg, evitando la liberacién de productos toxicos en la glandula.
Los macréfagos de los tejidos, entre ellos la glandula mamaria, derivan de los
monocitos presentes en la sangre, tienen capacidad fagocitica e inician el proceso
inflamatorio, debido a que son las células mas abundantes en la glandula mamaria
sana, a los M@ se los considera como las células responsables de la produccion de
citocinas y de iniciar la respuesta inmunitaria posterior de la invasion bacteriana
(Megli et al, 2001).

Los linfocitos son los encargados de construir y regular la respuesta inmunitaria. En
el cuadro 4 se detalla la distribucidbn general de componentes celulares en el
ambiente de la glandula mamaria bovina sana, ademas la composicién y estructura

se muestra en la figura 4.
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Cuadro 4. Proporciones celulares en glandula mamaria.

Glandula mamaria sana

Células sométicas Por lo general inferior a 1x105 células/ml en leche, sin embargo un aumento de células somaticas a

2x105 células/ml en leche es considerado un umbral mas practico que distingue para inflamacion

intramamaria.
Leucocitos Comprenden un 75 % de células somaticas totales.
Macréfagos Comprenden de un 35-79 % de los leucocitos totales en la leche, donde constituye el tipo celular

predominante.

Linfocitos Comprenden una proporcién de 10-28% de los leucocitos totales de leche. Las proporciones de
linfocitos T y B en leche son aproximadamente 40-50% y 20-25%, respectivamente. Las células T
alfa beta (a) prevalecen y son predominantemente subconjunto CD8 + con caracteristicas de
memoria (que comprende aproximadamente del 50-60% de la poblacién de linfocitos T).
Neutrofilos Comprenden del 3-26 % de leucocitos totales en leche.

polymorfonucluares

Modificada de Ezzat et al, 2014.

2.4.1 Células PMN e infeccion en glandula mamaria
Como se sefialé anteriormente, los PMN llegan a la glandula mamaria rdpidamente y

en gran cantidad luego de instaurada una infeccion. La migracion de los PMN es un
proceso complejo, en el que intervienen familias de moléculas de adhesion
(selectinas e integrinas), expresadas secuencialmente tanto en su superficie celular

como en las células endoteliales.

Arteria Mamaria

Vaso
Linfatico

Vena mamaria

Ganglio
Linfatico

Tejido Glandular

Cuarto Frontal

Cistema de Teta

Roseta de Furstenberg

Canal de salida

Figura 4. Composicion y estructura de la glandula mamaria.
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Las selectinas permiten a los PMN ir girando lentamente a lo largo de la superficie
de los vasos sanguineos en busca de sefiales inflamatorias tales como ciertas
citocinas, las cuales, una vez detectadas, activan a las integrinas que, uniéndose a
sus contrapartes expresadas en las células endoteliales de los vasos sanguineos,
detienen completamente al PMN. Como consecuencia, el PMN se halla disponible
para migrar a los tejidos, siguiendo un gradiente de concentracion quimico
(quimiotaxis) generado en el sitio de inflamacion. Este proceso de migracion se inicia
en las vénulas postcapilares, también conocidas como vénulas de endotelio alto
(HEV). Estas vénulas son un sitio ideal para la extravasacion, ya que, ubicadas en
un area de reducida fuerza hemodinamica, facilitan el contacto e interaccién entre
las moléculas de adhesion y los mediadores quimicos expresados en los leucocitos y

en las células endoteliales (Meglia et al, 2001).

2.4.2 Glandula mamaria, células y componentes inmunes
En un estudio realizado por Leitner y colaboradores en el 2003 demuestra que leche

de la glandula mamaria de vacas completamente sanas las células somaticas fueron
bajas (50 000 células/ml) y las células epiteliales fueron el tipo predominante (>
55%), menos del 45% eran leucocitos (CD18 +), y tres cuartas partes eran
polimorfonucleares y una cuarta parte fueron mononucleares.

Estudios realizados ha detectado la presencia de algunas citocinas en células de la
glandula mamaria normal tales como: IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y y TNF-a de
manera mas detalla en el cuadro 5 se pueden observar las generalidades,
atribuciones y funciones de las citocinas presentes en células de glandula mamaria
sana.

Cuadro 5. Citocinas y funciones en glandula mamaria sana.

Citocina Generalidades, atribuciones y funciones.

IL-2 El papel exacto de IL-2 en la ubre bovina no ha sido claramente explorado. Se detecta un aumento en el
nivel de IL-2 su actividad transcripcional en la ubre bovina en etapa tardia de lactancia.
Disminucién de IL-2 nivel pre-parto en comparacién con el post-parto. La funcion celular inmune disminuida
y mayor riesgo de mastitis pre-parto podria ser atribuido en parte a la baja actividad de la IL-2.

IL-6 Citocina proinflamatoria encontrada en el desarrollo de signos de shock séptico agudo en mastitis coliforme.
Se ha postulado que la IL-6 facilita la transiciéon del proceso inflamatorio de afluencia de neutréfilos a los
monocitos. El cambio de neutréfilos a monocitos es esencial para una respuesta inmune adecuada y para
disminuir el efecto nocivo de neutroéfilos.
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IL-8 Citocina quimiotactica de neutréfilos que se produce por estimulado como: monocitos, linfocitos T,
macroéfagos, células endoteliales y un nimero de lineas celulares tumorales.
La funcion biolégica de IL-8 en la atraccion de neutrdfilos a la glandula mamaria bovina infectada fue
revelada por el blogueo de la quimiotaxis de neutréfilos actividad con anticuerpos anti-IL-8 en mastitis.

IL-12 Regula la dicotomia celular (T helper-1y T helper-2) en linfocitos de células humanas y murinas, facilitando
la diferenciacion de las células T helper-1, y es un mediador importante que une la innata con el inmunidad
especifica.

IL-12 promueve el aumento significativo de IL-12p40 al final de la lactancia podria atribuirse a su papel vital
en la mejora de las respuestas inmunes en el glandula mamaria, particularmente la activacion de las células
NK a través del aumento de IFN-y de la sintesis y regulacion de cambio de clase de anticuerpo.

IFN-y Gran impacto en la movilizaciéon de las respuestas inmunes especificas, principalmente la activacion de
células T y la produccion de IL-2. Adicionalmente, la magnitud de la expansién clonal y antigeno especificos
las células de memoria son mucho mayor.
Ademas de las otras citocinas inflamatorias, IFN-y es un mediador importante en la activacién de neutréfilos
reclutados y la mejora de su fagocitosis.

TNF-a En glandula mamaria normal, la actividad transcripcional de TNF-a es significativamente
elevada al final de la lactancia en comparacion con la etapa media de lactancia.
Numerosos estudios han detectado un elevado nivel de TNF-a en absoluto en los periodos de lactancia,
involucién y el periparto, excepto un breve periodo antes del parto cuando se cae por debajo de un nivel
detectable. Nivel elevado de TNF-a podria mostrar su papel indispensable en el mantenimiento y la
regulacion de la funcién inmunolégica de las células y factores implicados en los cambios fisiolégicos de la
glandula mamaria.

Basada de Alluwaimi 2004.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) secretados por las células plasmaticas
originados por los linfocitos B, se dividen en cuatro clases las Igs en el bovino: 1gG,
IgM, IgA e IgE. Ademas, con tres subclases de IgG: IgG1, IgG2a e 1gG2b (Tizard,
2002). 1gG es el isotipo de sangre el actor principal de la defensa mediada por
anticuerpos, es la clase mas pequefia, lo que le permite pasar facilmente desde la
sangre periférica a glandula mamaria. Asi, en el bovino 1IgG1 predomina sobre IgA
en las secreciones de la glandula mamaria (Roth y Desmech, 1998). Las Igs son
componentes del sistema inmune adquirido y pueden penetrar en la ubre durante el
proceso de inflamacién (IgG1 e 1gG2), pero también son secretadas en células
plasmaticas de los tejidos locales de la ubre (IgA e IgM). En la glandula mamaria
bovina la migracion de los linfocitos forma parte de la inmunidad adquirida, esta mas
relacionada con el sistema inmunitario periférico que con el sistema inmunitario de

las mucosas, como sucede en los monogastricos (Sheldrake et al.1988).
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Figura 5. Sistema circulatorio de sangre periférica hacia glandula mamaria.

2.4.3 Distribucion de células y componentes inmunes en la glandula
mamaria

El periodo cercano al parto en las vacas lecheras es de gran interés desde el punto
de vista productivo, debido a la elevada incidencia de enfermedades que se
registran durante este tiempo, asi también a las numerosas perturbaciones del
sistema inmunitario que se producen, ademas se ha observado cambios en el patron
de trafico de los leucocitos. El porcentaje de linfocitos T declina en sangre desde un
45 al 20%, con un concomitante incremento en los PMN y monocitos. No obstante,
recientemente, se observd que las subpoblaciones de linfocitos en las secreciones
mamarias del periodo seco, eran predominantemente T CD4+, a diferencia de los
informes previos (Meglia et al.2001). Las citocinas Thl como la IL-2 y el IFN v,
disminuirAn a expensas de un aumento de las Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10),
produciendo estos cambios un incremento en la respuesta inmunitaria de base
humoral en detrimento de la respuesta mediada por células (Nguyen et al, 2007).
Entre las causas que mas se destacan como responsables de los cambios en la
respuesta inmunitaria durante el periparto, figuran las hormonales y las metabdlicas.
Entre las primeras, cabe mencionar la disminucién en los niveles de progesterona
hacia el final de la gestacion, el incremento de los estrégenos con un gran pico
inmediatamente antes del parto (alcanzando valores hasta diez veces superiores a
los registrados durante el estro) y un incremento sostenido de los niveles de
corticoesteroides. Mientras que entre las causas metabdlicas, se relacionan con las
elevadas y agudas necesidades nutritivas que experimentan los animales para
sobrellevar el inicio de la lactancia, resultando en un profundo balance energético

negativo inmediatamente después del parto. Como consecuencia, se eleven los
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niveles de cuerpos ceténicos (B- hidroxibutirato, acetona y aceto acetato) en sangre
a raiz de una aguda lipdlisis hasta valores no fisiologicos en algunos casos,
repercutiendo sobre la respuesta inmunitaria. La hipocalcemia también fue sefialada
como causante de efectos colaterales sobre la inmunidad mediada por células
(Meglia et al, 2001).

La importancia de la presencia de células linfoides presentes en el calostro se ha
demostrado ya que migran del tracto digestivo y son transportados a los ganglios
linfaticos mesentéricos o placas de Peyer’s del becerro. Experimentos muestran
que los becerros que reciben células del calostro excretan significativamente menos
bacteria E. coli enteropatégenas en sus heces en la primera semana después de la
infeccion experimental que los becerros que no reciben células del calostro
(Hagiwara et al, 2008).

2.5 Inmunidad pasiva

De manera tradicional se define a la transferencia de inmunidad pasiva como un
proceso que se da cuando un individuo recibe anticuerpos de otro y estos se
introducen al organismo, los anticuerpos “transferidos” ayudan a prevenir o combatir
ciertas enfermedades infecciosas (Philadelphia, 2010). En los mamiferos el
crecimiento y la supervivencia del feto durante su desarrollo dependen
exclusivamente de la placenta, conformada por tejidos maternos y fetales. El
componente fetal esta representado por el corion, el cual de acuerdo al tipo de
placentacion, esta asociado con el saco vitelino o con el alantoides. Por su parte el
componente materno esta dado por la zona mas superficial del endometrio uterino.
La placenta forma una verdadera interface entre la circulacion materna y fetal,
facilitando el intercambio gaseoso y metabdlico entre la circulacion fetal y materna.
Ademas posee la capacidad de secretar hormonas y producir una barrera entre
ambos sistemas inmunes facilitando la supervivencia del feto en el utero (Roa et al,
2012).
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De manera natural dependiendo de la estructura placentaria se pueden transferir
anticuerpos y células del sistema inmune dependiendo de las diferentes especies
(Llamas laboratorio y servicios, 2012) y su eficiencia de transferencia a través de la
via placentaria es distinta dependiendo del tipo de placentacion, como se muestra en

el cuadro 6:

Cuadro 6. Tipo de placentacién por especie y transferencia (Roa et al, 2012).

ESPECIE TIPO DE PLACENTA CARACTERISTICA |

Hombre y primates Hemocorial La transferencia de inmunoglobulinas
(IgG) es casi al 100%.

Perros y gatos Endoteliocorial El paso de inmunoglobulinas es entre 5-
10% de IgG.

Caballos y cerdos Epiteliocorial No hay paso de anticuerpos a través de
la placenta.

Rumiantes Sindesmocorial No hay paso de anticuerpos a través de
la placenta.

Una de las ventajas de la inmunizacion pasiva es un método Util para proporcionar
resistencia ante ciertas enfermedades de una forma répida, sin tener que esperar a
gue se monte una respuesta inmunitaria activa. Un ejemplo de inmunidad pasiva es
la transferencia de anticuerpos de la madre al feto, lo que hace posible que los
recién nacidos puedan combatir las infecciones antes de que adquieran la capacidad
de sintetizar sus propios anticuerpos. La inmunidad pasiva frente a toxinas
bacterianas mediante la administracién de anticuerpos procedentes de animales
inmunizados en un tratamiento puede salvar la vida ante infecciones potencialmente
mortales como el tétanos (Abbas et al., 2007).

Famulener en 1912 mostro que cabras inmunizadas antes del parto podria transferir
esta inmunidad a través calostro, la cual fue evaluada determinando los anticuerpos
en los sueros en la descendencia, estos experimentos establecieron el concepto de
la inmunizacion pasiva a traves la transferencia de anticuerpos derivados de la leche
qgue van desde el lumen intestinal al torrente sanguineo. Debido a que el calostro

contiene una mayor concentracion de anticuerpos que la leche madura, la
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importancia del calostro en la proteccion contra la infecciones bacterianas fue
demostrado por primera vez por Smith y Poco en 1948 quienes realizaron
experimentos en becerros privados de calostro, en los cuales se observd que se
incrementaron las bacterias intestinales capaces de invadir y multiplicarse en
diversos 6rganos, concluyeron que las responsables eran las aglutininas especificas
(sustancias que causan la aglutinacién de las células) en la sangre, derivadas de la
leche de la madre.

2.5.1 Importancia de la ingesta de calostro por becerros
Las funciones del suministro del calostro en becerro son diversas, entre las mas

importantes se encuentran:

1.- Proporcionan energia a los animales neonatos para evitar la hipotermia, debido a
su alto contenido en grasas; 2.- Ejercen un efecto laxante en el neonato que lo
ayuda a eliminar el meconio a través de los primeros excrementos. 3.- Proporcionan
hormonas y factores de crecimiento como IGF-I, IGF-Il, epidermal growth factor;
EGF; 4.- Proveen proteccion ante las infecciones debido al contenido de
inmunoglobulinas y factores antimicrobianos en el becerro durante los primeros dias

de vida.

2.5.2 Desarrollo del sistema inmune intestinal (becerro) y calostro
La vida prenatal y postnatal temprana representa un periodo crucial durante el cual

muchos sistemas se desarrollan, tales como el sistema inmune intestinal y
microbiota comensal. Como en otras especies, el sistema inmune de los becerros es
funcionalmente inmaduro al nacer, el recién nacido contiene escaso desarrollo del
tejido linfoide asociado al intestino (GALT), a diferencia de la inmunidad sistémica
(Bourgot et al, 2014). El contacto de GALT con el medio ambiente y las bacterias
que colonizan desde el nacimiento, es esencial para la maduracion inmune
saludable y el desarrollo de tolerancia (Sacerdote et al, 2012). La lactancia materna
también ejerce una influencia importante en la primera etapa de la infancia por la

modulacion de la maduracion del sistema inmunitario neonatal. Debido a la
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presencia de factores inmunoldgicos (IgG, IgA, IgM y citocinas), el calostro y la leche
materna representan una fuente crucial de inmunidad pasiva (Salmon et al, 2009).
La IgA secretora (slgA) resiste la digestion en el intestino, donde se une a patdégenos
entéricos para proteger el amamantamiento neonato. IgG transferido a partir del
suero da mayor proteccion contra las especies patdégenas (Harris et al, 2006). El
calostro, y en un grado menor la leche, contienen también citocinas
inmunosupresoras, tales como TGFbl y IL-10, que participan en la induccion y
tolerancia a los antigenos de los alimentos inocuos y bacterias comensales. Los
antigenos ambientales de intestino de la madre, transportados a la glandula
mamaria, se transfieren a través del calostro y la leche para el recién nacido y
afectan sus respuestas inmunes (Bourgot et al, 2014).

Los oligosacéridos del calostro contribuyen al desarrollo y maduraciéon del sistema
inmune intestinal del recién nacido y la suplementacion podria contribuir acelerando
ese desarrollo y su descendencia. Bourgot vy colaboradores en el 2014
experimentaron con 34 cerdas que recibieron una dieta suplementada por
fructooligosacaridos (scFOS) durante las ultimas 4 semanas de gestacion y 4
semanas de lactacion midi6 las inmunoglobulinas en calostro y leche y la
concentracion de scFOS que se evaluaron en el dia de parto, dia 6 y 21 después del
parto donde se observd el incremento significativamente los niveles de IgA en
calostro debido a scFOS lo que demostré que la suplementacion materna scFOS
modificé las funciones inmunitarias intestinales en lechones en asociacion con el
aumento de la inmunidad del calostro. Estos resultados ponen de relieve el papel
fundamental de la nutricibn materna en apoyar el desarrollo postnatal de la

inmunidad de la mucosa.

2.5.3 Absorcidn intestinal de componentes inmunes
En la vaca gestante los anticuerpos se encuentran concentrados en su calostro, los

que fueron producidos por el sistema inmune de la vaca al reaccionar
especificamente contra los antigenos y en respuesta a su exposicion a diferentes
organismos durante su vida debido al contacto con su entorno natural (Valdivia et al.,

1995). No hay evidencia aun de que cualquiera de estos anticuerpos se encuentre
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intacto en la sangre de individuos que ingieren calostro por via oral. Sin embargo
muchos de estos anticuerpos son reactivos contra bacterias, virus y hongos que
infectan al tracto gastrointestinal.

Se conoce que el sistema inmune del becerro al nacimiento es inmaduro e incapaz
de producir suficientes inmunoglobulinas (Igs) para combatir infecciones. Aunado a
lo anterior, la estructura de la placenta bovina no permite la transferencia de Igs
séricas de la madre al feto (transplacentaria) antes del nacimiento. Por lo que, el
becerro nace desprovisto de inmunidad humoral (anticuerpos) y depende casi
totalmente de la transferencia pasiva de inmunoglobulinas maternas presentes y a
través del calostro. De esta forma, la adquisicion de Igs a través de su absorcién por
via intestinal, la que protege al becerro de las enfermedades hasta que su propio
sistema inmune llegue a ser completamente funcional. La placentacion de los
bovinos donde no hay paso de inmunoglobulinas por via transplacentaria, el becerro
depende de la transferencia de inmunidad después de su nacimiento. Para asegurar
una adecuada transferencia de inmunidad pasiva en becerras, es necesaria la
administracion de una cantidad adecuada de calostro de buena calidad durante las
primeras 6-12 horas de vida del becerro (Elizondo 2007).

Para que la proteccion inmune sea eficiente en los becerros recién nacidos deben
absorber las inmunoglobulinas del calostro durante las primeras 24 horas de vida,

debido a que este es el tiempo en
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los primeros dias de vida el becerro se encuentra protegido contra cualquier
patégeno al que la madre ha estado expuesta o vacunada. Los becerros que no
reciben la cantidad adecuada de calostro estdn més propensos a enfermar o morir
en las primeras semanas de vida. Estd documentado que los efectos benéficos de la
transferencia pasiva de inmunidad a través del calostro son la reduccion en las tasas
de morbilidad y mortalidad, mas tiempo para el primer evento de enfermedad,
reduccion en los costos de tratamientos, mejor ganancia de peso y aumento en la
productividad (Blum y Hammon, 2000). Como se menciond anteriormente existen
evidencias de que hay paso de leucocitos del calostro a través de los becerros

recién nacidos (Liebler-Tenorio 2002).

2.5.4 El calostro como defensa contra patégenos
Como se mencion6 anteriormente, el sistema inmune del becerro al nacimiento no

posee la capacidad de producir suficientes inmunoglobulinas (Ig) que ayuden a
combatir las infecciones. Por su parte el calostro, provee las Igs al becerro para su
proteccion inmunolégica durante las primeras semanas de vida. Ademas, el calostro
contiene méas de 10° células maternas inmunes viables por mililitro, incluyendo
linfocitos T y B, neutrdfilos, macrofagos, factores de crecimiento y hormonas como la
insulina y el cortisol. El papel de estos factores de crecimiento y hormonas juegan un
papel importante en la estimacién del desarrollo del tracto gastrointestinal y otros
sistemas en el becerro recién nacido (Elizondo 2007).

2.5.5 Transmision de enfermedades por calostro
A la fecha esta reportado que el calostro también puede ser un vehiculo de algunos

patdbgenos importantes para animales y/o humanos, ya sea provenientes de la
glandula mamaria o de la contaminacion en el manejo del mismo: Salmonella dublin
y Salmonella typhimurium, Mycoplasma spp., Mycobacterium paratuberculosis,
Coliformes fecales, Salmonella spp., y el virus de la leucemia bovina (Palmer y
Mudd, 1974, Steele, 1997; Streeter et al., 1995; Walz et al., 1997; McGuirk y Collins,

2004). Otras de las enfermedades que pueden ser transmitidas a los becerros
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incluyen: Mycobacterium avium spp., Listeria monocytogens, Campylobacter spp.,
Mycobacterium bovis y Escherichia coli. Estos agentes infecciosos pueden ocasionar
enfermedades como la enteritis y septicemia. También se ha sugerido que la
presencia de bacterias en el intestino delgado podria interferir con la absorcion de
inmunoglobulinas provenientes del calostro (Elizondo 2007). Una enfermedad
bacteriana crénica importante de los animales es la tuberculosis bovina, causada por

Mycobacterium bovis.

2.6 Tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina es un problema de salud animal de caracter mundial y sigue
siendo una de las principales amenazas al publico sano en los paises en que las
personas viven en estrecho contacto con el ganado y consumo de leche no
pasteurizada (Daborn, et al, 1996 y Hardie, et al, 1992). La presencia de ésta
plantea un impedimento en el desarrollo de la ganaderia ya que amenaza el ganado
y sus subproductos entre regiones del pais, asi como entre paises. Esta enfermedad
de perdidas masivas en el area agropecuaria (Prat, 2006). Se caracteriza
normalmente por la formacion de granulomas nodulares conocidos como tubérculos,
aunque se suele definir como una enfermedad crénica debilitante, la tuberculosis
bovina puede presentar en ocasiones un curso agudo, rapido y progresivo. Cualquier
tejido del cuerpo puede resultar afectado, pero las lesiones se observan con mas
frecuencia en los ganglios linfaticos (sobre todo de la cabeza y térax), pulmones,
intestinos, higado, bazo, pleura y peritoneo (Aranaz et al. 2003).

La tuberculosis bovina (TBb), es una enfermedad crénica de los animales provocada
por la bacteria Mycobacterium bovis (M. bovis), un bacilo perteneciente al género
Mycobacterium, que guarda una estrecha relacion con las bacterias causantes de las

tuberculosis humana y aviar.

En las necropsias, un granuloma tuberculosos suele presentar un aspecto

amarillento y consistencia caseosa, caseo-calcarea o calcificada. El corte seriado de
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organos y tejidos resulta vital para detectar las lesiones contenidas en un tejido.
Aunque se considera que el ganado vacuno es el verdadero hospedador de M.
bovis, se ha descrito la enfermedad en muchos animales domésticos y no
domésticos. El microorganismo también se ha aislado a partir de: bufalos, bisontes,
ovejas, cabras, équidos, camellos, palomas, cerdos, jabalies, ciervos, antilopes,
perros, gatos, zorras, visones, tejones, hurones, ratas, primates, llamas, kudus,
elands, tapires, alces, elefantes, sitatungas, orixes, addaxes, rinocerontes,
opossums, ardillas, nutrias, focas, liebres, topos, mapaches, coyotes y varios

depredadores felinos como leones, tigres, leopardos y linces (Finney 1964).

2.6.1 Complejo Mycobacterium tuberculosis
Los agentes etioldgicos de la tuberculosis en mamiferos se clasifican como

miembros del complejo Mycobacterium de tuberculosis, los cuales son:
1. - Mycobacterium tuberculosis;

2. - Mycobacterium bovis;

3. - Mycobacterium microtti;

4. - Mycobacterium canetti;

5. - Mycobacterium africanum;

6. - Mycobacterium caprae;

7. - Mycobacterium pinnipedi

2.6.2 Mycobacterium bovis
M. bovis es una bacteria que pertenece al orden Actinomicetae, a la familia

Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium. Es un microorganismo intracelular
obligado, gram positivo, aerobio, inmdvil, no esporulado, polimorfo, parasito
intracelular facultativo, que se replica dentro de los fagosomas de los macrofagos.
Su tiempo de duplicacion es de 12 horas o mas por lo que su crecimiento en medios

de cultivo solidos se desarrolla en colonias lisas o rugosas, generalmente opacas, M.
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bovis crece mas lentamente que M. tuberculosis que es microaerofilo y tiene una
temperatura optima de crecimiento de 37 °C. La forma mas habitual de distinguir la
tuberculosis bovina de la humana causada por M. tuberculosis, mediante el cultivo y
tipificacion bacteriana, ya que ambas patologias no se pueden diferenciar clinica ni

radiolégicamente (Heifets, 2004).

Ambas micobacterias se caracterizan por ser sensibles al calor, rayos ultravioleta,
presenta resistencia a acidos, alcoholes, alcalis, desinfectantes y a la desecacion;
debido principalmente a que la envoltura celular altamente hidrofébica actia como
una barrera permeable lo que hace dificil su tratamiento. Su pared celular es
compleja, posee un alto contenido de lipidos (60% peso seco), proteinas y
polisacéaridos; es rica en acido micolico (60 a 90 atomos de carbono), el cual se
encuentra unido covalentemente con glicolipidos tales como a, a-tetrahalosa
dimicolato (TDM, cord factor) y a, a trihalosa monomicolato (TMM). Esta barrera
permeable protege al organismo del medio ambiente, contribuye a la persistencia de
la enfermedad y a la resistencia a una gran variedad de antibiéticos a la vez que

contribuye a la longevidad de la micobacteria (Ramirez et al, 2002).

2.6.3 Métodos de diagnostico de M. bovis
Se considera un buen diagnostico aquel que cumple los requerimientos de ser

rapido, especifico, con alta sensibilidad, ademas de ser costo efectivo y eficiente,
para evitar que queden animales infectados en el rebafio o que se eliminen animales
sanos. Actualmente las pruebas de diagnostico para M. bovis pueden ser métodos

directos, moleculares e indirectos encontrando los siguientes, Figura 7.
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PRUEBAS DE

DIAGNOSTICO [t

DE M. BOVIS

R —— Método de 10 -12 semanas, incubacion a 37 °C con o sin CO2 cultivos
Bacterioldgico p== Lowestein-Jenseny BACTEM (Becton Dickinson) sin glicerol, para
T —_ favorecer crecimiento de M. bovis (Baver et al, 1997; Kell y Young, 2000).

" METODOS & |= === Visualiza bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR), por Ziehl-Nielsen, alta
{\. DIRECTOS ﬁ Eaﬂkfc:pf ‘l-—- ;g?gl)bllldad y baja especificidad, no diferencia entre especie (Rivera et al,
Sessnsnnnnny 3

- Detecta lesiones post-mortem 1mm-10cm , encontrandas en ganglio linfatico
L‘l Histopatologia b— ¢ complejos primarios. Confirma diagndstico de lesiones sospechosasy es
______ aplicada en las campafas de erradicacion (Jubb et al, 1992).

I polimorfismoenla Involucra el genoma completo, dondese utilizan endonulceasas
longitud del fragmento con secuencias consenso de corte poco frecuente, produciendo
derestriccion (RFLP) | fragmentos largos (30a 50 kb). Con La desventaja en la tipificacion
= y gran cantidad de ADN (Acosta, Estraday Milian, 2009).

* METODOS T e 1 " : : : 3
* MOLECULARES I i Detecta la presencia o ausencia de espaciadores de secuencias repetidas

spoli 3
PR L .:\L_F.m_fg:tﬂn.[:g_ (DR) y determina la similitud genética entre cepas (Millian et al, 2010).

Método invitro de sintesis de ADN segmento
Vs o e s e e e e e o e e e | especificamente amplificado delimitado por
R_ea:cl:n_en_ca_de_na_de_la_po_llmeff (_Pcl‘)_l— cebadores, el copiado exponencial por
repetidos ciclos, periodos y temperaturas con
una enzima polimerasa (Espinosa, 2011).

_____________ Evaluala respuesta celularen sangre periférica en
Deteccion de interferén gamma " — respuestaaun antigeno especifico PPD induciendo
2 R secrecion de IFN-y (Diaz et al, 2003).

* METODOS INDIRECTOS O
\/ INMUNOLOGICOS °

LR R R R R R R R R R R RN R R R R R L L L I e ——
e 3 i rmina anticuer roducidos en
: Deteccion de inmunoglobulinas por ELISA Ly Dete 7 a.a_ t.cue Po=p c.dos
el bovino dirigidos contra el bacilo

Figura 7. Resumen de pruebas y métodos de diagndstico e identificacion para M. bovis.

2.6.4 La tuberculinizacién

A la fecha no seria posible el diagnéstico en animales individuales, ni un programa

de erradicacion antes del desarrollo de la tuberculina por Koch en 1890. Ya que en

el ganado vacuno no hay evidencia de signos clinicos de la enfermedad hasta que

se han desarrollado y manifestado tardiamente lesiones muy extensas (Cousins,

2001). El diagnostico oportuno es importante para evitar focos de infeccion y

contribuir asi con la erradicacion de la tuberculosis bovina. A la fecha el Unico

método de diagndstico para la TBb aprobado en México, esta basado en la norma
(NOM-Z00-031-1995), se basa en la prueba intradérmica de la tuberculina PPD

(derivado proteico purificado) dando resultados que se interpretan como vacas
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reactoras y no reactoras a PPD, que permite descubrir el 96-98% de los animales
infectados (Beer, 1981; Blaha, 1995).

Esta prueba ha sido la base de todos los
esquemas de erradicacion de la tuberculosis
que incluyen la deteccion y el ulterior sacrificio
de los animales infectados (Tizard, 2002). PPD
es un extracto total de proteinas de cepas de

micobacterias, las mas utilizadas actualmente

es la ANS. La tuberculinizacion se prueba en el

Fig. 8: Tuberculinizacién de bovino

pliegue caudal, prueba cervical comparativa y
prueba cervical simple. Las reacciones se clasifican de acuerdo a su reactividad:
Reactor- cuando sea visible y/o palpable cualquier engrosamiento, rubor, dolor o
necrosis en el sitio de aplicacidén; Negativa- cuando no se observe ni se palpe ningun
cambio en la piel del sitio de aplicacion, tomando la anterior clasificacion se
determinaron los grupos de estudio.

2.6.5 Situacién epidemioldgica, prevalencia y programas de erradicacion
de TBb en México y Jalisco

En México desde 1992 se realiza la campafia contra la tuberculosis bovina, basada
en la prueba de tuberculina con la finalidad de obtener hatos libres y exportar
becerros a los Estados Unidos de América. En 1996 se publicé la Norma Oficial
Mexicana NOM-031-ZO0-1995, campafia nacional contra la Tuberculosis Bovina
gue se modificé en 1998, la que actualmente continua vigente y es la que regula y
determina el método de diagndstico, su confinamiento y destino final en caso de ser
positivo (SAGARPA, 2012). Para el 2015 el avance en el control de la enfermedad
era ya considerable, pues antes de 1992, la prevalencia de tuberculosis bovina era
desconocida y, actualmente, existen 25 regiones o estados clasificados de baja

prevalencia en el pais segun reporte SENASICA 2015 ver figura 9.
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ACIONAL CONTRA LA TUBERCULOSIS BOVINA ¢
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28 DE ENERODE 2015

CONTROL-Prevalenda prom. 2.05%
*Excepto Cuencas Lecheras: 16.5%

Figura 9. México dividido por zonas de control y erradicacion por su prevalencia a
tuberculosis bovina (SENASICA 2015).

A pesar de lo anterior, Jalisco es uno de los estados que tiene presencia significativa
de la tuberculosis en ganado bovino en alrededor de sus 19 municipios,
principalmente en las regiones Ciénega, Altos Norte y Altos Sur, o que supone un
gran reto para mayor rentabilidad de la actividad ganadera y evitar riesgos en la
salud. Desde 1995 se tiene barrido permanente en Jalisco para detectar animales
con tuberculosis figura 10 (Union Ganadera Regional de Jalisco).

Entre los municipios con mayor prevalencia dentro del estado se encuentran
Municipios como: Acatic, Acatlan de Juarez, Arandas, Atotonilco el Alto, Ayotlan, La
Barca, Ciudad Guzman, Chapala, Degollado, Encarnacion de Diaz, Guadalajara,
Ixtlahuacan de los Membrillos, Jalostotitlan, Jamay, Jesus Maria, Jocotepec,
Juanacatlan, Lagos de Moreno, Ocotlan, Ojuelos de Jalisco, Poncitlan, El Salto, San
Diego de Alejandria, San Juan de los Lagos, San Julian, San Miguel el Alto, Gbmez
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Farias (Fraccion), Teocaltiche, Tepatitlan de Morelos, Tlajomulco de Zufiiga,
Tlaguepaque, Tonala, Tototlan, Union de San Antonio, Valle de Guadalupe, Villa
Hidalgo, Cafiadas de Obregén, Zapopan, Zapotitthin del Rey, Zapotlanejo, San
Ignacio Cerro Gordo. Desafortunadamente existen rancho que tienen adn alta
prevalencia de TBb, ver la Figura 10 en donde se muestran las zonas sin

acreditacion.

SAGARPA I USDA ]
" ACREDITADO MODIFICADO
ERRADICACION AGREDITADO

| PREPARATORIO SUSPENOID(.T

_ _ SIN ACREDITACION
ZONA EN TRANSICION
CONTROL SIN ACREDITACION

|7 ZONAEN CONTROL | "
- 8 (MAYOR PREVALENCIA) SR ACREDITGION

Figura 10. Situacion actual de prevalencia a Tuberculosis bovina del estado de Jalisco
(Unién Ganadera Regional de Jalisco 2014).

2.2.6 Vias de infeccion de TBb
Mycobacterium bovis tiene un rango excepcionalmente amplio de hospederos y

aunque tradicionalmente la preocupacion ha estado centrada en la infeccion del
ganado y el ser humano, hoy en dia la diversificacion y cambios de manejo de las
explotaciones ganaderas y la certeza de la importancia de otras especies que son
reservorios de la enfermedad, ponen de manifiesto las limitaciones que puede tener
el control de la infeccion, especialmente cuando los animales silvestres estan

involucrados en la persistencia de la bacteria (Abalos y Retamal, 2004).
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Una de las principales vias de infeccién en el ganado es por inhalacion, debido a
que, en el 90 % de los bovinos afectados por TBb la lesién primaria involucra a los
ganglios linfaticos del sistema respiratorio, sugiere que ésta es la principal via de
transmision (Kistermann y Torres, 2000). Los bovinos son infectados mas facilmente
por via respiratoria que por la via digestiva y a pesar de que un numero
relativamente grande de bacilo sale en las heces, segun Hardie y Watson, 1992 los
pastos no son una fuente importante de infeccién ya que se requieren grandes dosis

del bacilo tuberculoso bovino para establecer la infeccion ver figura 11.

Bovino sano

Via digestiva (leche, terneros)
via aerégena; principalmentes

Bovino tuberculose

Via digestiva: Reinfeccion
pri n:lpalmenle leche de bovinas
¥ product eecasienalmente
lacteos -cwdos:.- Via agrdgena,
wmras crudas, Via aerdgena.

ia agrbgena;
MBNGS Immmle

- A

Hembre
Distintos animales

Figura 11. Vias de infeccion de la tuberculosis bovina (S. Garbaccio- Instituto de Patobiologia-
INTA-CICVYA).

También Dean y colaboradores en 2005 demostraron que los bovinos pueden
infectarse por via intratraqueal y desarrollar la patologia pulmonar tipica de TBb con
tan solo 1 unidad formadora de colonias de M. bovis (Pollock et al., 2006). Phillips y
colaboradores en 2003 establecen que la mejor evidencia de las rutas de
transmision de M. bovis en bovinos son los patrones de lesiones observadas en los
bovinos sacrificados. A pesar de que no todos los animales infectados transmiten la
enfermedad, aquellos con cuadros respiratorios o con mastitis tuberculosa son los

mas infecciosos, y en muchos de éstos las micobacterias pueden estar presentes en
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orina, secreciones genitales, semen o deposiciones, lo que facilita su transmision
(Abalos y Retamal, 2004).

2.6.7 Infeccion de TBb por via digestiva
La via digestiva que es la segunda mas importante, a través del consumo de calostro

y leche contaminada con M. bovis procedente de vacas con TBb (Zanini et al., 2003).
La infeccion de la glandula mamaria en la vaca aparece de manera tardia en la
evolucion de la enfermedad (Radostits et al., 2002) y se ha estimado que el 4 % de
los bovinos positivos a la prueba de la tuberculina excreta M. bovis por leche
(Mathias, 1980).

La tuberculosis por via entérica (digestiva) es importante en los becerros
amamantados con leche y por el uso compartido de bebederos y comederos, son
factores de gran riesgo que aumentan proporcionalmente con el tamafo del rebafio
y la concentracion de los animales que contiene bacilos tuberculosos. Todos los
bovinos infectados son una fuente potencial de diseminacion y una alta proporcion

de ellos excretan M. bovis en algan momento de su vida (Abalos y Retamal, 2004).

2.7.8 Calostro como posible fuente de transmision de la TBb
Se sabe que algunas enfermedades anteriormente mencionadas pueden ser

transmitidas durante el proceso que el becerro debe ser provisto de calostro, algunas
son transmitidas por la secrecion misma que sale de la ubre y otras por
contaminacion posterior al ordefio. Una de la las enfermedades méas importantes en
el ramo de la industria lechera en la Tuberculosis bovina esta es provocada por los
gérmenes que provienen de la vaca. Los bacilos tuberculosos estan contenidos en el
calostro o leche incluso cuando la ubre parece sana (Margarifios, 2000). Existen
reportes donde se ha demostrado la presencia de M. bovis en muestras de calostro
bovino por ADN. Herrera y colaboradores en el 2013 demostraron la presencia de
ADN de M. bovis en el calostro utilizando PCR anidada en animales reactores a
PPD. Con el fin de disminuir el riesgo de reacciones adversas en animales probables

gue contienen M. bovis observaron una relacion inversa entre la frecuencia de la
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deteccion de ADN de M. bovis y después de la vacunacion en el primer y segundo
periodos de 6 meses. Ademas, determinaron la concentracion de interferon gamma
(IFN-y) fue mayor en muestras de calostro PCR-positivos. Esos resultados sugieren
que la frecuencia de la presencia M. bovis (ADN) en el calostro es alta. (Herrera et al
2013).

2.7 Linfocitos T

Los linfocitos son células del sistema inmune capaces de reconocer y distinguir
especificamente diferentes determinantes antigénicos y por lo tanto son
responsables de las dos caracteristicas que definen la respuesta inmunitaria
adaptativa, especificidad y memoria (Abbas y Lichtman, 2007). Los linfocitos se
clasifican en linfocitos T y B, los linfocitos T a su vez, se clasifican en células T

helper o colaboradoras (Th), células T citotéxicas (Tc), y células T gamma delta (yd).

Las células Th se clasifican de manera general en tipo Thl y Th2 basados en la
especificidad de su secrecion en respuesta de citocinas especificas a la estimacion
por parte del antigeno patégeno. Thl producen principalmente IFN-y y activan una
respuesta inmune celular (tipo 1). Th2, por otro lado, producen citocinas como IL-4,
IL-5, IL-6, e IL 10-, que inducen a la activacion de células B y la produccién de
anticuerpos. Las células T citotdxicas también producen citocinas de Tipo 1 tales
como IL-2 e IFN-y. Los linfocitos T gamma delta (yd) se localizan generalmente en
los epitelios, tales como la piel y el tracto intestinal, donde contribuyen a la mucosa
de inmunidad, pero también producen IFN-y en respuesta a antigenos de la pared
celular de micobacterias (Hagiwara et al, 2008).

En bovinos infectados con M. bovis se ha demostrado que los linfocitos T CD4+ de
sangre producen cantidades mas altas de IFN-y en relacion a otras poblaciones
celulares (Buddle, et al, 2005). De igual modo, las células T CD8+ poseen un papel

importante en la resistencia hacia la tuberculosis, ya que ademas de destruir
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directamente a las células infectadas, delimitan el granuloma e impiden la

diseminacion bacteriana (Gonzalez et al, 2012). Figura 12.
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Figura 12. Infeccién de Mycobacterium bovis en bovino (modificada de Kaufmann 2010).

2.7.1 Linfocitos T en respuesta a TBb
Estudios experimentales empleando dosis altas de vacuna BCG (8X10° UFC)

sefialan que la primera poblacién que se activa y prolifera después de la vacunacion
es la de los linfocitos T y®; mientras que los linfocitos T CD4+ aumentan a partir de
la cuarta semana, siendo las células CD8+ la ultima poblacion en activarse
(Gonzalez et al, 2012).

Los linfocitos T yd representan el enlace entre la inmunidad y la inmunidad
adquirida; poseen funciones antiinflamatorias, de proteccion y de regulacion, por
tanto representa una primera linea de defensa contra patégenos intracelulares.
Estas células se acumulan en el sitio de lesién al inicio del proceso infeccioso y
funcionalmente son capaces de producir IFN-y, y exhibir citotoxicidad en respuesta a

macréfagos infectados, otra de sus habilidades es reconocer antigenos no
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peptidicos en ausencia de mecanismos clasicos de presentacion antigénica
(Gonzalez et al, 2012).

2.7.2 Citocinas
La citocinas son moléculas producidas por diferentes tipos celulares del sistema

inmune (macroéfagos, linfocitos T, NK) y células no inmunes (fibroblastos, células
endoteliales). Dentro de este, se agrupan: interleucinas, quimiocinas, interferones,
factores estimuladores de colonias, factores de crecimiento y factores de necrosis
tumoral.

Funcionalmente presentan tanto regulacion positiva y negativa entre si y por lo
general no actlan solas sino en conjunto con otras citocinas, producidas por la
misma célula pudiendo inducir, potenciar o inhibir la produccion de otras citocinas y/o
modular negativa o positivamente los efectos de dichas citocinas

Las citocinas son de bajo peso molecular entre 15-30 kDa, constituidas por alrededor
de 120-180 aminoacidos, son un amplio grupo de moléculas de gran interés en
inmunologia por su capacidad de regular la respuesta inmune a modular los
procesos de activacion, proliferacion y diferenciacién de leucocitos. También, ciertas
citocinas, poseen otras funciones fuera del campo inmunolégico como son las de
particular en la embriogénesis y diferenciacién celular, entre otros (Suarez, et al,
2003).

Poseen dos importantes caracteristicas funcionales. Una es que son pleiotropicas,
donde una misma citocina puede ejercer efectos diferentes al actuar sobre distintos
tipos celulares. Otra es la de redundancia, donde varias citocinas pueden tener la
misma funcion sobre un determinado tipo celular, en ausencia de una determinada
citocina, sus funciones pueden ser reemplazadas total o parcialmente por otras. Por
ello que las acciones de las citocinas se engloban dentro de un sistema o red
funcional complejo, donde el efecto de una molécula esta estrechamente regulado,
positiva 0 negativamente, por otras moléculas del sistema. Asi, la secrecion de una
citocina puede estar inducida, potenciada o inhibida por otra citocina que, a su vez,

puede incrementar o inhibir la expresién de sus receptores (Suarez, et al, 2003).
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células presentadoras de antigenos (CPA) con las que se unen a través de
receptores especificos de la membrana de las células donde van a ejercer su
funcion, iniciando una cascada de transduccion intracelular de sefial que altera el
patron de expresion génica, de modo que esas células diana producen una
determinada respuesta bioldgica.

La produccién de las citocinas suele ser breve (transitoria), limitada al lapso de
tiempo que dura el estimulo (es decir, el agente extrafio) en muchos casos ello se
debe a que los correspondientes ARNm tiene un corta vida media.

Considerando la diversas citocinas, estas pueden exhibir una o varias de la
siguientes cualidades: pleiotropica, redundancia, sinergismo y antogonismo.

El distinto espectro de citocinas secretadas por las subpoblaciones de linfocitos
determinada los efectos biolégicos diferenciales durante el curso de la respuesta
inmune. Las poblaciones linfocitarias estan sujetas a finos controles cruzados.

Las células Thl: producen principalmente de manera general: IL-2, IFN-y y TNF-.
Son responsables de funciones de inmunidad celular (activacion de linfocitos T
citotoxico e hipersensibilidad de tipo retardado), destinadas a responder a parasitos

intracelulares (virus, protozoos y algunas bacterias).
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Las células Th2 producen principalmente: IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Actdan como
colaboradoras en la activacion de las células B, y son mejores para responder a
bacterias extracelulares y a helmintos.

Las citocinas se pueden medir con distintos tipos de bioensayos. En la actualidad, se
utilizan como técnica mas habitual inmunoensayos en fase solida, como ELISA para
cuantificar la concentracion de citocinas en fluidos bilogicos, y el ELISPOT para
conocer el numero de células productoras. También es posible cuantificar y
caracterizar las células productoras identificando las citocinas intracelulares
mediante citometria de flujo. Otra posibilidad es la utilizacion de técnicas de RT-PCR
cuantitativa que permiten detectar y medir los niveles de ARNm que codifican una
determinada citocina (Suarez, et al, 2003).

2.7.2.1 Interleucina 4 (IL-4)
Esta interleucina tiene un peso molecular de 20 kDa la originan las células T y

mastocitos y sus principales efectos: induce la proliferacion del mastocito,
proliferacion de la célula hematopoyética pluripotencial. Es el principal estimulo para
la sintesis de anticuerpos IgE y para el desarrollo de linfocitos del perfil Th2 a partir
de los linfocitos T cooperadores CD4 virgenes. La interleucina 4 (IL-4) es un
miembro de la familia de citocinas con cuatro hélices alfa. Las principales fuentes
celulares de citocina son los linfocitos T CD4 de la subpoblacion Th2. Las acciones
bioldgicas de IL-4 incluyen la estimulacion de IgE y las reacciones mediadas por
mastocitos / eosinodfilos y la supresion de las reacciones que dependen de los
macrofagos: Es la principal citocina que estimula el cambio de clase de cadena
pesada de Ig en el linfocito B al isotipo IgE.
a) Estimula la aparicion de los linfocitos Th2 a partir de los CD4 virgenes y actia
como un factor de crecimiento autocritico para los linfocitos Th2 diferenciados.
b) Antagoniza los efectos activadores de macrofagos del IFN-y y por
consiguiente, inhibe las reacciones inmunitarias celulares.
Es una citocina pleiotropica, ya que ejerce numerosos efectos en diferentes tipos
celulares. Promueve la diferenciacion de linfocitos T virgenes hacia células de tipo

Th2, inhibiendo la generacion de células Thl. Posee efectos inmunosupresores, ya
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que inhibe la produccion de determinados mediadores inflamatorios de los
macréfagos e induce la produccién de IL-1RA (Interleucina 1 Receptor Antagonista),
que bloquea la accion de la IL-1. Por otra parte, promueve el desarrollo de las
respuestas inmunes humorales a través de la induccion del crecimiento y
diferenciacion de linfocitos B, produciendo el cambio isotipico hacia IgG e IgE e
incrementando la expresion de moléculas CD23 en linfocitos B, basofilos vy
eosinofilos. Por todo ello, los efectos de esta citocina se han relacionado con el
desarrollo de los procesos alérgicos y con el incremento de IgE en las infecciones

parasitarias.

2.7.2.2 Interferon gamma (IFN-y)
Tiene un peso molecular entre 20-25 kDa teniendo origen en linfocitos CD4, CD8,

también es producido por linfocitos Th1l, linfocitos T citotdéxicos (LTC) y por células
NK. Ademéds de su efecto antiviral posee una importante actividad
inmunoreguladora. Incrementa la expresién de antigenos leucocitarios humanos
(HLA) de clase | y Il en varios tipos celulares, lo que facilita su funcion presentadora
de Ag y activa a los macréfagos, incrementando su capacidad contra tumores y de
defensa contra las infecciones. Actla de forma autOcrina sobre las propias células
NK que lo producen, aumentando su actividad citolitica y, como consecuencia,
incrementando su efecto antitumoral. Sobre los linfocitos Th2 inhibe la proliferacién,
de manera que su presencia durante la estimulacion antigénica induce la
diferenciacion de linfocitos T hacia células efectoras tipo Thl favoreciendo, por lo
tanto, el desarrollo de las respuestas inflamatorias (Suarez, et al, 2003).
El INF-gama es una citocina la cual es la principal activadora de los macréfagos y
realiza funciones criticas en la inmunidad innata y la inmunidad celular adaptativa.
Las funciones de IFN-y son importantes en la inmunidad celular frente a los
microorganismos intracelulares, también es activadora de macréfagos que
proporciona el medio por el que los linfocitos T y NK activan a los macréfagos para
destruir microorganismos fagocitados.

a) Estimula la expresion de moléculas del Complejo principal de

histocompatibilidad (CPH) de clase | y 1l y de coestimuladores en las CPA.
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b) Favorece la diferenciacion de los linfocitos T CD4 virgenes en la subpoblacién
Th1 e inhibe la proliferacion de los linfocitos Th2.

c) Actua sobre los linfocitos B para favorecer el cambio a ciertas subclases de
IgG, sobre todo, IgG2a y para inhibir el cambio a isotipos dependientes de
IL4, como IgG e IgG1.

d) Activa los neutrdfilos y estimula la actividad citolitica de los linfocitos Nk.

En investigaciones efectuadas sobre los aspectos inmunoldgicos de la tuberculosis
se ha encontrado que la inmunidad mediada por células participa de manera
relevante en la resistencia a esta enfermedad (Chan y Kaufmann, 1994). IFN-y es
un elemento importante para la respuesta celular, que a su vez activa la accién
bactericida de los macrofagos. (Baldwin, 2002a; Schurig et al., 1991).
Investigaciones en esta linea han probado que diferentes fracciones proteicas
inducen los linfocitos provenientes de animales sensibilizados, producen diferentes
niveles de INF-y e IL-4, que se correlacionan positivamente con los indices de

linfoproliferacion (Zhan et al., 1993). Esta citocina esta relacionada con el perfil Th1l.

2.7.2.3 Interleucina 6 (IL-6)
Tiene un peso molecular de 23-30 kDa, es una citocina pleiotrépica que tiene una

amplia gama de actividades bioldgicas en diferentes células diana, principalmente en
la regulacién de las respuestas inmune e inflamatoria y la reaccién de defensa del
huésped. Ambos anti y pro-inflamatorios efectos se han atribuido a IL-6 (Dinarello,
1997; Naka et al., 2002).

Es producida fundamentalmente por monocitos/macrofagos, fibroblastos, células
endoteliales, linfocitos T y células del estroma de la medula ésea. Junto con la IL-1
es la principal inductora de la sintesis de proteinas de fase aguda, sobre todo de
fibrinbgeno. (Van Snick, 1990). Las actividades biologicas de IL-6 incluyen la
diferenciacion de las células B, la activacién de las células T, la promocion del
crecimiento de hibridomas / plasmacitomas, la proliferacion de las células madre
hematopoyéticas y la estimulacion de la respuesta de fase aguda por hepatocitos
(Geiger et al., 1988; Heinrich et al., 1990).
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2.7.2.4 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)
TNF-a se origina en fibroblastos, células NK, neutrdfilos, astrocitos, células

endoteliales y células del musculo liso. Con un peso molecular de 17 kDa teniendo
efecto proinflamatorio, antitumoral. Agente neovascularizante y estimulante de la
resorcion 6sea como principales efectos. Los factores de necrosis tumoral fueron
descritos inicialmente por su capacidad de causar necrosis en algunos tumores. Con
posterioridad, sin embargo, ganaron protagonismo por las numerosas funciones que
ejercen sobre la respuesta inmune. Se han descrito las moléculas TNF-alfa y el TNF-
beta estdn estrechamente relacionadas, con una elevada homologia en su
secuencia aminoacidica. El TNF-alfa es producido fundamentalmente por monocitos
y macrofagos en respuesta a antigenos bacterianos, tales como el lipopolisacaridos
(LPS), siendo esta citocina el principal responsable del shock séptico asociado a
bacteriemias. También puede ser producido por linfocitos T y B, NK, vy fibroblastos.
Junto con la IL-1 esta implicado en los procesos inflamatorios derivados de los
procesos infecciosos, elevando la temperatura corporal y produciendo caquexia y
suefio al actuar sobre el sistema nervioso central (SCN). Por otra parte, induce la
expresion de moléculas de adhesién y estimula la produccién de IL-8 por células del
endotelio vascular, lo que contribuye a la extravasacion de linfocitos, neutréfilos y

monocitos (Suarez, et al, 2003).

2.7.3 Citocinas en calostro
A la fecha existen reportes de la presencia de citocinas en calostro bovino,

producidas y secretadas por la glandula mamaria. Hagiwara y colaboradores en el
2000 reportan que el calostro bovino contiene citocinas con propiedades
inmunomoduladoras, la expresion de ARNm de citocinas (IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa y
INF-gama) en las células del calostro fue detectado por RT-PC donde las
concentraciones de citocinas en el calostro eran concentraciones significativamente
mas altos que los de la leche madura. Se observo una correlacion y concluyeron que

el calostro contiene niveles de citocinas que podrian ser producidos y secretados en
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la glandula mamaria y que puedan tener una actividad inmunomoduladora e influir
en la inmunidad neonatal.

En otro estudio por citometria de flujo se determinaron las poblaciones de los tres
tipos de linfocitos que se encuentran en el calostro células T CD4 (Th), T CD8 (T
citotoxico) y células T-yd. También se cuantifico la concentracion de IFN-y en
calostro. El resultado sugiri6 que las células T CD8 en calostro desempefan un
papel como productoras de IFN-y a su vez esta es una citocina de tipo Thl que
juega un papel importante en el refuerzo de la activacion de células mediadas por la
inmunidad, también activa los neutroéfilos y produccion de estas células (Hagiwara et
al, 2008).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La transferencia pasiva maternal a través del calostro (vaca-becerro), es un proceso
requerido para la maduracion del sistema inmune del beccerro y fundamental para
su supervivencia. El calostro ademas de transferir componentes inmunes a su vez
puede ser el medio de transferir microorganismos patégenos, entre ellos
Mycobacterium bovis pues existen estudios donde se ha mostrado una alta
presencia de M. bovis en calostro, pudiendo ser un factor importante para la

infeccion por esta via.

Parte de los componentes inmunes del calostro son las citocinas que se encuentran
contenidas en el suero de calostro. Sabiendo que el interferbn gama es una
molecula clave en el control de la infeccion por Mycobacterium bovis, teniendo la
particularidad de desencadenar la activacion de macrofagos por citocinas de
linfocitos T especificos y a su vez inducir efectos microbicidas, ademas de ser usado
como prueba para detectar bovinos infectados secretando interferon al reaccionar
ante PPD. Por lo anterior, este trabajo se realizé con la finalidad de determinar si, en
el calostro potencialmente infeccioso a Mycobacterium bovis también podrian estar
contenidas citocinas como interferon que pudieran contrarestar la posible infeccion
con esta. Por lo que se evaluaron los niveles de citocinas en muestras bovinos

reactores a PPD, no reactores y de hatos libres.
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4. JUSTIFICACION

La tuberculosis bovina es una enfermedad que tiene un impacto econémico en todo
el mundo. En México se estiman pérdidas por 40 millones de doélares anuales por
esta causa. Esta enfermedad afecta en la disminucion de la producciéon de leche
alrededor de un 17%, pudiera ser transmitida por via transversal a través del calostro
bovino, ademas la TBb puede tener implicaciones en la salud humana (zoonosis).

La inmunidad contra la tuberculosis implica una serie compleja de interacciones
entre varias poblaciones celulares, que tienen como finalidad controlar la infeccion,
asi como prevenir al hospedero de una posible reactivacion. Estudios al respecto
seflalan un papel central para las diferentes subpoblaciones de linfocitos T, las
cuales no sélo contribuyen a la defensa del hospedero secretando citocinas
activadoras de los macréfagos, sino también lisan o destruyen células infectadas por
micobacterias (Pollock et al., 2001; Buddle et al., 2005).

Conociendo que la principal funcién de los linfocitos Thl radica en la defensa
mediada por fagocitos contra las infecciones de microorganismos intracelulares, y
que el IFN-y producido por los linfocitos Th1 estimula la actividad microbicida de los
fagocitos, lo que favorece la destruccion intracelular de los microorganismos
fagocitados.

Por lo que el propdsito del siguiente estudio fue el de evaluar el perfil inmunoldgico
de los sueros de calostro para conocer su perfil Thl o bien un perfil Th2 el cual se
sabe no favorece la respuesta de células contra la infeccion de patdgenos
intracelulares como M. bovis a través de sus niveles de citocinas. En muestras de
bovino de ranchos con alta pevalencia a TBb en las que se determinaron los niveles
de citocinas. El Unico estudio existente a la fecha de los niveles de citocinas fue
realizado en calostro de bovinos en condiciones controladas (Hagiwara et al., 2000).
A la fecha no existen estudios en muestras de calostro de vacas con alta prevalencia
de TBb y clasificadas como reactoras y no reactoras a PPD.

Por lo que se evalu6 el nivel de IL-4 ya que es una molécula que antagoniza los
efectos activadores de los macrofagos y la produccidén de IFN-y y por consiguiente,

inhibe las reacciones inmunitarias celulares. Por otra parte debido a que hay
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estudios en diferentes especies que han evaluado el papel de la IL-6 en la
tuberculosis, y los datos entran en conflicto cuando se intenta determinar si la IL-6
ejerce efectos beneficiosos o perjudiciales contra la tuberculosis (Ladel et al., 1997).
El papel que juega TNF-a en los bovinos ha sido poco reportado, solo se ha visto
involucrado en humanos con tuberculosis pulmonar activa, por estas razones era
necesario indagar en la presencia de esta citocina y asi determinar el perfil que

predomina en vacas con una prevalencia de TBb alta en Jalisco.
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5. HIPOTESIS

Los niveles de citocinas del perfil Thl como IFN-gama estaran mas elevados que las
citocinas del perfil Th2 como IL-4 en muestras de sueron calostro bovino de vacas
reactoras a PPD a diferencia de las NO reactoras a PPD. Ademas los niveles de IL-6
y TNF-a (citocinas pro inflamatorias) se encontraran diferentes concentraciones en

los grupos de estudio.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar el nivel de las citocinas IL-4, INF-y, IL-6 y TNF-a para conocer el perfil
inmune Thl o Th2 en calostros de bovinos de ranchos lecheros con alta prevalencia

a tuberculosis bovina del estado de Jalisco.

6.2 Objetivos especificos

1.- Obtener y seleccionar muestras de calostro bovino de acuerdo a su reactividad a
PPD.

2.- Estandarizar las condiciones y cuantificar los niveles de IL-4 en suero de calostro
de bovino por medio de técnica de ELISA tipo sandwich (perfil de tipo Th2).

3.- Cuantificar los niveles de Interferbn-gama en suero de calostro de bovino (perfil
Thl).

4.- Cuantificar los niveles de la Interleucina-6 y Factor de necrosis tumoral alfa

(proinflamatoria) en suero de calostro bovino.

46



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Estrategia experimental

En el siguiente diagrama se muestra en azul de manera general la estrategia
experimental que se realizo en este estudio formando parte del proyecto “Evaluacion
de la inmunidad pasiva maternal contra la tuberculosis bovina (M. Bovis) en el

calostro de vacas de hatos lecheros del estado de Jalisco” (ver figura 14).

RECEPCION DE
MUESTRAS

SEPARACION
DE SUERO DE
CALOSTRO

‘ Separacion de

o . ‘ pastilla celular MEDICION DE NIVELES DE
{ EHseor | CITOCINAS POR ELISA.
| Separacion de gradiente por
| densidad
‘ ~ Aislamiento ‘
_ deCMC | Extraccion s
cuantificacion
~de ADNy ARN -
Citometria de ‘
flujo &
j ESTANDARIZACION
Y DEL METODO DE
‘ " Expresion de ‘ ELISATIPO
itoci SANDWICH =
. citocings CUANTIFICACION DE
. NIVELES A TRAVES DE
L EIE LI KITS COMERCIALES
TR DE IL-4
tradicional y
__anidada__
ANALISIS DE
RESULTADOS

IDENTIFICACION DE
PERFILES INMUNOLOGICOS
E INMUNIDAD EN
POBLACIONES CELULARES
DE CALOSTRO

Figura 14. Estrategia experimental de la evaluacion de citocinas.
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7.2 Grupos de estudio

Las muestras fueron seleccionadas de 8 diferentes ranchos lecheros del estado de

Jalisco con alta prevalencia a TBb >10% basado en el resultado de reactividad a

PPD realizado por un personal calificado.

Los Grupos de estudio generados fueron:

1.- Vacas reactoras a PPD ranchos de alta prevalencia.
2.- Vacas no reactoras a PPD ranchos de alta prevalencia.

3.- Vacas de ranchos libre de TBb.

Durante la seleccién de los grupos de estudio se aplicaron los siguientes criterios de

inclusion y exclusion ver cuadro 7.

Cuadro 7. Criterios de inclusion y exclusién de muestras y grupos de estudio.

INCLUSION

1.- Estar en continuo contacto con
animales afectados por tuberculosis bovina
2.- Haber dado tres veces reactora a la
prueba tuberculina.

3.- Pertenecer a las zonas con alta
prevalencia a TBb.

4.- Tener minimo un parto.

5.- Pertenecer a la cuenca lechera de
Jalisco

1.- Estar en continuo contacto con
animales afectados por tuberculosis bovina
2.- Haber dado tres veces negativo a la
prueba tuberculina.

3.- Pertenecer a las zonas con alta
prevalencia a TBb.

4.- Tener minimo un parto.

5.- Pertenecer a la cuenca lechera de
Jalisco

1.- Rancho libre TB.

2.- Haber dado tres veces negativo a la
prueba tuberculina.

3.- Pertenecer a las zonas con alta
prevalencia a TBb.

4.- Tener minimo un parto.

5.- Pertenecer a la cuenca lechera de
Jalisco

EXCLUSION

1.- Toma de muestra (calostro) después
del quinto dia del nacimiento.

2.- Haber dado negativo a tuberculina
alguna vez.

3.- No haber sido congelada
inmediatamente la muestra después de
haber sido tomada.

4.- muestra externa a la zona con alta
prevalencia del estado de Jalisco.

1.- Toma de muestra (calostro) después
del quinto dia del nacimiento.

2.- Haber dado reactor a tuberculina
alguna vez.

3.- No haber sido congelada
inmediatamente la muestra después de
haber sido tomada.

4.- muestra externa a la zona con alta
prevalencia del estado de Jalisco.

1.- Toma de muestra (calostro) después
del quinto dia del nacimiento.

2.- Haber dado reactor a tuberculina
alguna vez.

3- No haber sido congelada
inmediatamente la muestra después de
haber sido tomada.

4.- muestra externa a la zona con alta
prevalencia del estado de Jalisco.
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7.3 Muestras de suero de calostro

Se tomaron 25 ml de calostro y se mezclaron con 25 ml de PBS, se centrifug6 a
2500 rpm a 4°C durante 20 min, se separaron 4 alicuotas de 1.0 ml que fueron
guardadas en tubos Eppendorf y almacenados a -20°C hasta su uso. Los sueros de

calostro fueron utilizados para la mediciéon de las citocinas de estudio.

7.4 Determinacion de citocinas por ELISA

La cuantificacion de IL-4, IFN-y, IL-6 y TNF-a fue realizada empleando la prueba
ELISA (Prueba de inmunoabsorbancia ligada a enzimas) que determina la
presencia en este caso de una proteina presente en la muestra, es utilizada para
saber si el analito esta presente. Se emple6 en este estudio ELISA tipo sandwich,
donde se mide la cantidad de un determinado antigeno entre dos capas de
anticuerpos (es decir un anticuerpo de captura y un anticuerpo de deteccién). La
ventaja de ELISA Sandwich es que la muestra no tiene que ser purificada antes de
su analisis, y el ensayo puede ser muy sensible (de 2 a 5 veces mas sensible que
ELISA directa o indirecta). Las lecturas fueron realizadas a 450 nm en un lector de
microplacas espectrofotometro (BIO-RAD 168-1150).

7.4.1 Estandarizacion y determinacion de IL-4
Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos, se logré estandarizar la técnica ya

gue era uno de los objetivos de la tesis y después de diversos intentos con reactivos,
soluciones, tiempos, temperaturas y cantidades diferentes se logré estandarizar la
técnica tomando en consideracion el articulo de Bartley y colaboradores del 2012
con modificaciones. El protocolo estandarizado final: Se agregaron 50 ul por pozo de
anticuerpo de captura no marcado (Mouse Anti Bovine Interleukin 4 #MCA2371 AbD
Serotec) diluido a una concentracion final de 6 pg / ml en buffer de carbonatos
(NaCO3 y NaHCOZ3) en placas de 96 pozos, se incubaron a 4°C durante la noche.
Las placas se lavaron 5 veces con 100 pul buffer de lavado (PBS/Tween 20 al

0.05%). Posteriormente, se adicionaron 100 pl de soluciéon de bloqueo (buffer de
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lavado con 3% de BSA) para bloquear sitios no especificos, la placa fue incubada a
temperatura ambiente (TA) durante 1 hora. Se lavaron 5 veces con 100 pl buffer de
lavado, se agregaron 50 pl de las diluciones de los estandares IL-4 (PBP010 AbD
Serotec) partiendo de una solucion inicial de 4000 pg/ml y diluciones seriadas 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, como se muestra en el cuadro 8; ademas se adicionaron
las muestras a analizar y un control negativo, se incubaron a TA durante 1 hora, se
lavaron 5 veces con buffer de lavado. Posteriormente se afiadieron 50 pl por pozo de
anticuerpo de deteccion marcado con biotina (MCA2372B AbD Serotec) diluido a
una concentracion de 2 pg / ml en buffer de lavado con BSA al 1%, se incubd a TA/1
hora. Se lavaron 5 veces con buffer de lavado. Se afiadieron 50 pl de HRP
(estreptavidina-peroxidasa #SA-5704 VECTOR LABORATORIES) e incubaron a TA/
45 min. Se lavaron 5 veces con buffer de lavado. Se afadieron 100 pl de TMB
(34028 Thermo Scientific) y se incubaron a TA /25 min en oscuridad. Se afiadieron
50 pl de solucién de paro (H.SO4 2N) y finalmente se leyeron las placas con un
lector de microplacas a 450 nm.

Cuadro 8. Curva estandar de interleucina-4.

DILUCION CANTIDADES CONCENTRACION
Solucién inicial 24.5 ul del stock +195.5 ul de PBS 4 ng/ml 0 4000 pg/ml
Dilucién 1:2 110 pl de solucion anterior + 110 ul de PBS 2 ng/ml o 2000 pg/mi
Dilucién 1:4 110 pl de solucion anterior + 110 ul de PBS 1 ng/ml 0 1000 pg/ml
Dilucion 1:8 110 ul de solucion anterior + 110 ul de PBS 0.5 ng/ml o 500 pg/ml
Dilucion 1:16 110 pl de solucién anterior + 110 ul de PBS 0.25 ng/ml o 250 pg/ml
Dilucion 1:32 110 pl de solucién anterior + 110 ul de PBS 0.125 ng/ml 0 125 pg/mi
Dilucion 1: 64 110 ul de solucién anterior + 110 ul de PBS 0.0625 ng/ml 0 62.5 pg/ml

7.4.2 Determinacion de IFN-y
Se utilizé el kit (Bovine Interferon-y ELISA KIT #MCA5638K22 ABD Serotec) y siguio

el protocolo de acuerdo a la casa comercial: Se agregaron 100ul por pozo de
anticuerpo diluido (1:200) en buffer de recubrimiento (50 pl de Ac + 10 ml de buffer
para una placa completa). Se cubri6 la placa e incubo a 4 °C durante la noche. Se
preparé una serie de tubos etiqguetados 1-9 y se hicieron diluciones seriales del
estandar como se muestra en el cuadro 9. Se lavé la placa tres veces con buffer de
lavado (0.2 M NaCl, 0.05% Tween-80). Se afnadieron 200ul por pozo de buffer de
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bloqueo (BSA 4% /PBS) e incubo durante 1 hora a TA Se lavo tres veces con buffer
de lavado y posteriormente se afiadieron 100l de las diluciones del estandar para la
curva estandar, ademas se agregaron las muestras por triplicado, se sell6 la placa e
incubo a TA durante 1 hora. Se lavo con buffer de lavado 3 veces. Se agregaron
100ul/pozo de anticuerpo de deteccion en buffer de lavado (1:500: 20ul de Ac
marcado + 10 ml de buffer) fue incubada a TA por 1 hora. Se lavo tres veces con
buffer de lavado. Se anadieron 100yl de estreptavidina HRP (SA-HRP) conjugado
por pozo (diluido 1:1000 en buffer de lavado: 10 pul de HRP + 10 ml de buffer) se
incubaron a TA durante 1 hora. Se lavaron tres veces con buffer de lavado.
Finalmente se afadieron 100ul de sustrato TMB/pozo, la placa e incubo durante 15
minutos en oscuridad a TA transcurrido el tiempo de incubacién y se adicionaron
100ul por pozo de solucion de paro. Se leyeron las absorbancias a 450 nm en un

lector de microplacas.

Cuadro 9. Curva estandar de interferon gamma.

DILUCION STANDARD ADICIONAR

1 50 ng/ml 50ul standard reconstituido + 350ul buffer de lavado
2 12.5ng/ml 150ul del tubo 1 + 450ul de buffer de lavado
3 6.25ng/ml 250ul del tubo 2+ 250ul de buffer de lavado
4 3.13ng/ml 250ul del tubo 3 + 250ul de buffer de lavado
5 1.56ng/ml 250ul del tubo 4 + 250ul de buffer de lavado
6 0.78ng/ml 250ul del tubo 5 + 250ul de buffer de lavado
7 0.2ng/ml 150ul del tubo 6 + 450ul de buffer de lavado
8 0.1ng/ml 250ul del tubo 7 + 250ul de buffer de lavado
9 0.025ng/ml 100ul del tubo 8 + 300ul de buffer de lavado

7.4.3 Determinacion de IL-6
Se utilizé un kit comercial de la marca Thermo Scientific (# ESS0029) siguiendo las

indicaciones de la casa comercial:

El anticuerpo de captura fue diluido (100 ul de anticuerpo de captura en 9.9 ml de
buffer de carbonatos) se agregaron 100 pl por pozo y se incub6 a TA durante toda la
noche. Se lavaron 3 veces con solucion de lavado 100 ul (PBS con 0.05% de Tween
20). Se bloquearon con 250ul de buffer de bloqueo: PBS/4% de BSA/5% de
Sacarosa (1g BSA + 1.25 g Sacarosa en 25 ml PBS) e incubada a TA /1 hora. Se

lavo 3 vez con 250ul de solucion de lavado. Se resuspendio el estandar IL-6 con 900
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ul de reactivo diluyente PBS/4% BSA quedo a 10,000 pg/ml. La curva estandar se
muestra en el cuadro 10. Se agregaron 50 pul de muestras y estdndares para la
curva, se incubo a temperatura ambiente durante 90 min con agitacion moderada.
Se Lavaron 4 veces con 100 ul de buffer de lavado. El anticuerpo secundario
biotinilado fue diluido (100 ul de anticuerpo mas 9.9 ml de PBS/4% BSA) y se
agregaron 100 pul e incubaron a TA /1 hora con agitacion moderada. Se lavaron 4
veces con solucion de lavado. Después se agregé SA-HRP (1:400 en diluyente: 25
pl por 10 ml) y se afiadieron 100 pl por pozo e incubd por 30 min con agitacion
moderada. Se lavd 4 veces con solucién de lavado. Posteriormente se agregaron
100 pl de sustrato TMB (# 34028 Thermo Scientific) se incubo en oscuridad durante
20 minutos a TA y finalmente se adicionaron 100 pl de solucion de paro H,SO4 2N y

se leyeron en un lector de placas a una densidad optica de 450nm.

Cuadro 10. Curva estandar de interleucina-6.

DILUCION CANTIDADES CONCENTRACION |
1:2 250 pl de stock de 10 000 pg/ml + 250 pl de PBS 5000 pg/ml

1:4 250 ul de solucion anterior + 250 ul de PBS 2500 pg/ml

1:8 250 ul de solucion anterior + 250 ul de PBS 1250 pg/ml

1:16 250 ul de solucion anterior + 250 ul de PBS 625 pg/ml

1:32 250 ul de solucién anterior + 250 ul de PBS 312.5 pg/ml

1:64 250 ul de solucién anterior + 250 ul de PBS 156.25 pg/ml

1:128 250 ul de solucién anterior + 250 ul de PBS 78.125 pg/ml

1:256 250 ul de solucién anterior + 250 ul de PBS 39.0625 pg/ml

7.4.4 Determinacion de TNF-a
Se utilizo el kit de R&D Systems DuoSet ELISA development system bovine TNF-a

(#DY?2279) siguiendo el protocolo del proveedor:

Se diluyo el anticuerpo de captura a una concentracién final de 0.8 pg/ml en PBS
(56ul de stock reconstituido + 9.944ul de PBS estéril) se agregaron 100 pl por pozo
de anticuerpo de captura e incubo durante la noche a TA Se lavo 3 veces con 200 pl
de buffer de lavado. Transcurrida la incubacion se bloqued con 300 pL por pozo de
buffer de Bloqueo (30ml de buffer de lavado + 0.9 gr de BSA filtrado). Se incubaron 1
hora a TA Se Lavaron 3 veces con 200ul de buffer de lavado, después se agregaron
50 ul de muestra (previamente centrifugadas 5 min A 8000 rpm A 4°C) y los

estandares diluidos (ver cuadro 11) y se incubaron 2 horas a TA Se lavaron 3 veces
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con 200ul de buffer de lavado. Posteriormente se afiadieron 100 pL de anticuerpo de
deteccion a una concentraciéon de 1.2 pg/ml con 2% de Suero Normal de Cabra
(NGS), (9.8ml de reactivo diluyente + 200ul de NGS, de esa solucion se tomo 9.944
ml + 56l anticuerpo de deteccidn) e incubada 2 horas a TA Se lavaron 3 veces con
200ul de buffer de lavado. Se afadieron 100 ul por pozo de Estreptavidina-HRP
(1:200:50p! de stock de HRP + 10ml de reactivo diluyente) se incubaron durante 20
minutos a temperatura ambiente evitando colocar la placa en la luz directa, se lavo 3
veces con 200ul de buffer de lavado. Se agregaron 100 pL de solucién de sustrato
TMB en cada pozo e incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad, transcurridos los 20 min se afadieron 50 pL de solucién de paro por
pozo. Se determind la densidad Optica utilizando un lector de microplacas a 450 nm
con una correccion de la longitud de onda 550 nm.

Todas las concentraciones de las moléculas se determinaron sacando un promedio
de los triplicados promediando las densidades Opticas, comparandolas con las
curvas estandar y a estd aplicandole una regresion y asi poder sacar las

concentraciones apoyandonos en una pagina digital: http://elisaanalysis.com/app.

Cuadro 11. Curva estandar de factor de necrosis tumoral alfa.

DILUCION CONCENTRACION CANTIDADES

Solucidn inicial 8000 pg/ml 15ul de stock + 435ul de reactivo diluyente

Dilucion 1 3555.55 pg/ml 200ul de sol ante. + 200ul de reactivo diluyente
Dilucion 2 1777.77 pg/ml 200ul de sol ante. + 200ul de reactivo diluyente
Dilucion 3 888.88 pg/ml 200ul de sol ante. + 200ul de reactivo diluyente
Dilucion 4 444.44 pg/ml 200ul de sol ante. + 200ul de reactivo diluyente
Dilucién 5 222.22 pg/ml 200ul de sol ante. + 200ul de reactivo diluyente
Dilucion 6 111.11 pg/ml 200ul de sol ante. + 200ul de reactivo diluyente

Debido a que la citocina mas alta determinada por ELISA fue IL-4, se evalud su
presencia mediante su perfil proteico, para lo cual se cuantificaron las proteinas
totales, posteriormente fueron separadas en geles de poliacrilamida. Las muestras
fueron concentradas por filtracién por punto de corte de peso molecular, precipitadas
con acetona, las proteinas de las fracciones fueron cuantificadas, fueron separadas
en geles de poliacrilamida, transferidas a geles de nitrocelulosa y evaluada su

inmunoreactividad utilizando los anticuerpos antes mencionados anti-IL-4 en
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ensayos de Western Blot. Cabe mencionar que estos anticuerpos estan descritos

para ensayos de ELISA y no para Western Blot.

7.5 Andlisis de perfiles proteicos de suero de calostro

7.5.1 Cuantificacion de proteinas para geles de poliacrilamida
Se realiz6 utilizando el kit (DC Protein Assay Instruction Manual de BIO-RAD). Se

pipetearon 5 pl por pozo de los estandares y de las muestras, después se agregaron
25 pl de reactivo A en cada pozo, posteriormente se afiadieron 200 pl de reactivo B
en cada pozo, se incubaron por 15 minutos, se leyeron las absorbancias a 750 nm
(estable durante aproximadamente 1 hora). Para la curva de los estandares con BSA
(albumina de suero bovino) se parti6 de una concentracion [10 mg / ml]. Se
prepararon 6 diluciones en cada ensayo que se realizd en el mismo buffer que la

muestra. La curva de BSA se muestra en el cuadro 12.

Cuadro 12. Curva de BSA.

DILUCION CANTIDADES CONCENTRACION
Solucién inicial 30 ul del stock de 10mg/ml 10 mg/ml

Dilucion 1:2 15 ul de solucion anterior + 15 ul de diluyente 5 mg/ml

Dilucion 1:4 15 ul de solucién anterior + 15 ul de diluyente 2.5 mg/ml

Dilucion 1.8 15 ul de solucion anterior + 15 ul de diluyente 1.25 mg/ml
Dilucion 1:16 15 pl de solucién anterior + 15 ul de diluyente 0.625 mg/ml
Dilucién 1:32 15 ul de solucion anterior + 15 ul de diluyente 0.03125 mg/ml

7.5.2 Gel de Poliacrilamida

Se preparo un gel separador al 12 % de poliacrilamida como se muestra en el
cuadro 13.

Cuadro 13. Gel separador de poliacrilamida al 12%.

Célculos para 2 geles |

Reactivo Cantidad
Acrilamida 30% 4 mi
4 x Tris pH 8.8 2.5 ml
Agua desionizada 3.5ml
PSA 50 pl
TEMED 10 pl
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Se agrego la solucién, se afadio lo faltante de agua desionizada hasta el borde, una
vez polimerizado se retir0 el exceso de agua con papel absorbente, posteriormente
se preparo el gel concentrador de poliacrilamida como se muestra en el cuadro 14.

Cuadro 14. Gel concentrador de poliacrilamida.

Célculos para 2 geles

Reactivo Cantidades
Acrilamida 30% 430 pl
4 x Tris pH 6.8 830 pl
Agua desionizada 2.033 ml
PSA 25 pl
TEMED 5 ul

Una vez polimerizado el gel se retird el peine y se desmonto de la base haciéndole
unos lavados de agua destilada para retirar los excesos de acrilamida en los pozos.
El gel se montd en la camara de electroforesis. Se cargd el marcador molecular
(BIO-RAD SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range) en un pozo para
poder comparar las muestras, previamente se ponen a hervir durante 5 min para
desnaturalizarlas, se cargan en el gel, la concentracién por carril fue de 25 ug. Se
sometieron a electroforesis a 150 W por 5 minutos y después 1 hora a 120 W para
separar las proteinas, una vez que transcurrio el gel se colocé en un recipiente para
tincion con azul de Coomassie por 20 min con agitacion. Posteriormente se agrego
la solucién decolorante (Acido acético, Metanol y Agua bidestilada) que se cambi6
varias veces hasta destefiir el gel y se pudieran observar las bandas de las
proteinas, una vez destifio el gel se retird la solucion decolorante y se agregdé agua

destilada para evitar deshidratacion.

7.5.3 Concentracion de proteinas de suero de calostro
Se utilizé el Dispositivo Amicon Ultra 30K — 30 000 Limite de Peso Molecular

Nominal (NMWL) Millipore # UFC803008 para corroborar la presencia de interleucina

4 (peso 14 KDa) en concentrado de muestras.

Se agrego el concentrado de muestras con alto contenido de IL-4 previamente

analizadas por ELISA 3000 [pg/ml] en la unidad de filtracion Amicon de 30K y se

55



aforo hasta 4 mL con PBS. Se coloco el dispositivo en la centrifuga (columpio
preferentemente); se centrifugo a 4 000g (cada 5 o 8 minutos se detuvo la centrifuga
y observé la unidad de filtracion, se retiraba lo filtrado para mejor centrifugacion, se
resuspendio la muestra en la unidad de filtracién, después de 40 minutos la muestra
gue se quedo en la unidad de filtracion se tomo y estaba viscosa se agregaron 200
ul de PBS, se resuspendidé y se volvié a centrifugar por otros 20 min. Se retir6 la
muestra del concentrado utilizando un barrido de lado a lado para asegurar la
recuperacion. El filtrado se recuper6 e hicieron alicuotas en tubos eppendorf
(molécula de interés).

NOTA: Para una Optima recuperacion se retird6 la muestra concentrada

inmediatamente después de centrifugar.

7.5.4 Precipitacion con acetona
La solucidn filtrada que se esperaba tuviera un tamafio de proteinas de 0 a 30 kDa

(unidad de filtracion de 30K), en un tubo se agregaron 4 volimenes de acetona
absoluta (Acetona a -20°C). La solucién anterior (muestra + acetona) se incubo a -
20°C toda la noche. Se centrifugo a 13,000 rpm a 4°C durante 20 min, se descarté el
sobrenadante con micropipeta, se dejé secar el tubo eppendorf (para quitar los
excesos de acetona) por 2 horas, posteriormente fue resuspendida en 1 ml de PBS

se hicieron alicuotas y se guardd a —20°C hasta su uso.

7.5.5 Western Blot
Se realizé el gel como previamente fue descrito, separadas las proteinas, el gel se

humedecio con buffer de transferencia (Tris base 25 mM, Glicina 192mM y Metanol
20%) por 20 minutos a TA se preparé el Sandwich de transferencia (Unidad de
transferencia, esponja, papel filtro, gel, membrana de nitrocelulosa) la unidad fue
llenada con buffer de transferencia y se realizo la transfeencia a 110v/90min. Se
verifico la transferencia tifiendo la membrana de nitrocelulosa (#1620112 BIO-RAD)
con solucién de rojo de Ponceau por 5 minutos/TA antes del bloqueo, se destifio
enjuagando la membrana varias veces con PBS. Se bloqued (leche al 5% en PBS-

Tween 20 al 0.05%) toda la noche a 4°C. Se enjuago 3 veces con PBS-Tween 20 al
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0.05% 10min/TA con agitacion fuerte. Se incub6 toda la noche el anticuerpo primario
diluido 1:500 (leche 2.5% en PBS-Tween 20 al 0.05%). Se lavdé 5 veces por
10min/TA con agitacion fuerte. Se agreg6 el anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa (goat anti-bovine IgG #101-035-003) diluido 1:1000 en PBS-T /1% leche
y se incubd 1 hora/TA con agitacion constante. Se lavé con PBS-Tween20 0.05% 5
veces por 10 min a TA Se revel6 la membrana con método peroxidasa colorimétrico
(0.0075g HRP, 2.5ml Metanol, 12.5ml TBS y 30ul H,0,) 30min. Se paroé la reaccion

con agua.

7.6 Analisis estadistico

Los resultados de los niveles de todas las citocinas fueron analizados con el
software GraphPad PRISM version 6.0b, las muestras fueron categorizadas basadas
en la prueba de la tuberculina ademas de cumplir con los aspectos de inclusion. Lo
primero que se realizo fue un andlisis estadistico de Shapiro-Wilk con significancia
del factor alfa = 0.05, D"Agostino & Pearson y KS en los cuales se analizé la
normalidad en cada set de datos y se mostr6 que distintas variables no son de
distribucién gaussiana con un valor de P= <0.0001. Posteriormente los resultados de
las diferencias en los niveles de citocinas (IL-4, IFN-y, IL-6 y TNF-a) entre grupos de
Reactoras, No Reactoras y Hatos libres de esta fase experimental fueron analizados
mediante un analisis no paramétrico con la prueba de Kruskal-Wallis. Posteriormente
se realiz6é un intervalo de confianza para la mediana de acuerdo a la prueba Dunn
(p=0.05).
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8. RESULTADOS

Del total de muestras seleccionadas que cumplieron con los criterios de inclusion y
exclusion mostrados en el cuadro 7, considerando la reactividad de las muestras se
obtuvieron una n =33 para reactoras, n = 46 NO reactoras a PPD y una n= 29 para
ranchos libres de TBb, los tres grupo de estudio analizados en este trabajo. Se

muestran en el cuadro 15.

Cuadro 15. Grupos de estudio

Reactoras No Reactoras Hatos Libres
N del grupo 33 46 29

Los resultados de todos los niveles de IL-4, IL-6, INF-gama y TNF-alfa se muestran
representados de manera resumida en el cuadro 16, donde se encuentra la
identificacion de la muestra, los resultados de los niveles de cada una de las
citocinas en suero de calostro de vacas Reactoras, una columna con su reactividad
a PPD, las densidades 6pticas obtenidas en los ensayos de ELISA y los niveles de

las moléculas en pg/ml.
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Cuadro 16. Resumen de niveles de citocinas de vacas reactoras, [pg/mL] de todas las
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Los resultados de todos los niveles de las citocinas IL-4, IL-6, INF-gama y TNF-alfa

se muestran representados de manera resumida en el cuadro 17 donde se

encuentra la identificacion de la muestra , los resultados de los niveles de cada una

de las citocinas de suero de calostro de vacas NO Reactoras (prueba de la
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tuberculina, reactividad negativa a PPD), una columna con su reactividad a PPD, las

densidades obtenidas en los ensayos de ELISA y los niveles de molécula en pg/ml.

Cuadro 17. Resumen de niveles de citocinas de vacas NO reactoras, [pg/mL] de todas las

muestras del grupo de estudio.

™M UESTRA PPD Densidad Concentracion
Optica pg/ml

NEGATIVA 0.560 997.72
NEGATIVA 0.359 643.82
NEGATIVA 0.310 542.58
NEGATIVA 0.624 1098.32
NEGATIVA 0.403 728.02
NEGATIVA 0.272 463.30
NEGATIVA 0.287 495.98
NEGATIVA 0.197 274.52
NEGATIVA 0.284 489.56
NEGATIVA 0.184 225.94
NEGATIVA 0.255 424.12
NEGATIVA 0.389 700.80
NEGATIVA 0.169 188.46
NEGATIVA 0.539 962.88
NEGATIVA 0.165 172.82
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NEGATIVA 0.268 454.36
10 R1 NEGATIVA 0.374 670.40
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NEGATIVA 0.347 620.30
NEGATIVA 0.303 527.88
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NEGATIVA 0.170 184.96
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NEGATIVA 0.438 790.44
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1-134 (NO REGI{nEGATIVA 0.768 1313.36
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Los resultados de todos los niveles de IL-4, IL-6, INF-gama y TNF-alfa se muestran

representados de manera resumida en el cuadro 18 donde se encuentra la

identificacion de la muestra, los resultados de los niveles de cada una de las

citocinas en suero de calostro de vacas libres de TBb Hato Libre, una columna con

su reactividad a PPD, las densidades 6pticas obtenidas en los ensayos de ELISA y

los niveles de molécula en pg/ml.

Cuadro 18. Resumen de niveles de citocinas de vacas Hato Libre [pg/mL] de todas las
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Los resultados de los niveles de IL-4 mostrados anteriormente en los cuadros de los
tres grupos de estudio fueron graficados de acuerdo a su concentracion en pg/ml, al
realizar los andlisis estadisticos de tipo no paramétricos Kruskal-Wallis y un post hoc
Dunn’s. No se observo diferencia significativa de los niveles entre los grupos de
estudio, los niveles de IL-4 fueron de un rango de 36.50 - 3409.96 pg/ml, la mediana
del grupo de estudio reactoras = 562.0, la del grupo No reactora = 551.7 y la hato

libre =644.7 como se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Niveles de IL-4 [pg/ml] en sueros de calostro de los grupos de estudio:
Reactoras TST (+) n= 33, No Reactoras TST (-) n= 46 y Hatos libres n= 29.

Los niveles de interferon gama obtenidos de esta fase experimental fueron
analizados mediante un analisis no paramétrico con la prueba de Kruskal-Wallis.
Posteriormente se realizé un intervalo de confianza para la mediana de acuerdo a la
prueba Dunn (p<0.05), para determinar si existia alguna diferencia entre los niveles
de los diferentes grupos de estudio, los niveles de INF-gama fueron de entre 5.76 -
542.58 pg/ml, la mediana para cada grupo de estudio de reactoras, No reactoras y

hatos libres fue de 0, 0 y 36.30 respectivamente, no se observd diferencia
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significativa de los niveles entre los grupos de estudio y muchas muestras no

mostraron presencia de interferén gama (ver figura 16).

INF-

pg/ml
S
o

Figura 16. Niveles de interferon gamma [pg/mL] en suero de calostro. Grupos: Reactoras
TST (+) n= 33, No Reactoras TST (-) h= 46 y Hatos libres n= 29.

Los niveles de interleucina 6 (IL-6) fueron graficados de los tres grupos de estudio y
se les realizaron las pruebas estadisticas Kruskal-Wallis y un post hoc de Dunn’s
para determinar si presentaba diferencias entre grupos se obtuvd significancia
estadistica en el entre el grupo reactoras y Hatos Libres con un valor de p=0.0096 y
entre los grupos NO reactoras y Hatos Libre con un valor de p=0.0406. Los niveles
de IL-6 fueron entrel7.14 a >5000 pg/ml, el grupo reactoras tuvo una mediana de
287.5, el grupo NO reactoras una mediana de 171.5 y finalmente el grupo hatos
libres con 53.72 (ver figura 17).
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Figura 17. Niveles de interleucina 6 [pg/ml] en suero de calostro. Grupos: Reactoras TST
(+) n= 33, No Reactoras TST (-) n= 46 y Hatos Libres n= 29; diferencia p=0.0096 (**),
p=0.0406 (*)

Finalmente, los resultados de esta fase experimental fueron analizados mediante un
analisis no paramétrico con la prueba de Kruskal-Wallis. Posteriormente se realizo
un intervalo de confianza para la mediana de acuerdo a la prueba Dunn (p<0.05). Se
graficaron los niveles determinados por ELISA del factor de necrosis tumoral alfa, los
niveles de TNF-a fueron desde 35.90-636.06 pg/ml, el grupo Reactoras tuvo una
mediana de 84.50, el grupo No Reactoras una mediana de 124.1 y finalmente el
grupo Hatos Libres la mediana de 325.4, las pruebas mostraron diferencias
significativas entre los tres grupos de estudio. Reactoras con No Reactoras con un
valor de p=0.0287, entre los grupos Reactoras con Hatos libres con un vapor de p=
<0.0001 y otra diferencia entre No Reactoras con Hatos Libres con un valor de p=
<0.0001 ver figura 18.
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Figura 18. Niveles de Factor de Necrosis Tumoral alfa [pg/ml] en suero de calostro. Grupos:
Reactoras TST (+) n= 33, No Reactoras TST (-) n= 46 y Hatos Libres n= 29; diferencia

p=0.0287 (), p=<0.0001 (x+x) y p=<0.0001 (xkkx).

Los resultados de los niveles de citocinas mostraron que IL-4, IFN-y, IL-6 y TNF-a si
presentaron valores elevados, IL-4 presento los valores mas altos mientras que los
valores de IFN-y fueron disminuidos, estas dos moléculas anteriores no
presentaron alguna diferencia significativa entre gupos, mientras que en IL-6 y TNF-

a si hubieron diferencias.

Debido a que la inmunidad se puede ver afectada con la edad del individuo, se
realizaron andlisis basados en los resultados antes mencionados de los niveles de
las moléculas IL-4, INF-y, IL- 6 y TNF-a tomando en consideracion el factor edad
(numero de partos) y la reactividad a PPD, con la finalidad de conocer si se
presentaban diferencias entre los niveles de las citocinas con respecto a la edad

puesto que el sistema inmune es menos efectivo con el paso de los afios. Los
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niveles de las citocinas fueron analizadas para descartar que se influenciaban por la

variable del tiempo de vida del animal.

En la figura 19 se muestran los analisis de los niveles de IL-4, IFN-y, IL-6 y TNF-a en

el grupo Reactoras [pg/ml] y divididas en grupos por el nimero de partos de la vaca

(1y2,304) se les aplicod la prueba estadistica de Kruskal-Wallis con un post hoc

de Dunn’s dichas pruebas no presentaron significancia estadistica en ninguna de las

moléculas.
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Figura 19. Niveles de citocinas [pg/ml] en sueros de calostro del grupo de estudio reactoras
PPD (+) agrupadas por numero de partos. a) Interleucina 4, b) Interferbn gamma, c)

Interleucina 6, d) Factor de necrosis tumoral alfa.

En la figura 20 se muestra el resumen de los resultados obtenidos de niveles de IL-4,
IFN-y, IL-6 y TNF-a por el numero de partos en el grupo de las No Reactoras, se
determind ausencia de cualquier significancia estadistica, se observé que en todas
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las moléculas analizadas los valores se comportaron parecidos de tal manera que no

influyo la edad de la vaca ni el nimero de partos en los niveles de las citocinas.
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Figura 20. Niveles de citosinas [pg/ml] en sueros de calostro del grupo de estudio No
Reactoras PPD (-) agrupadas por el nUmero de partos. a) Interleucina 4, b) Interferén

gamma, ¢) Interleucina 6, d) Factor de necrosis tumoral alfa.

Debido a que la citocina mas alta determinada por ELISA en mayor cantidad de
alrededor de 500 ng/ml fue IL-4 por lo cual fue de nuestro interés evaluar el su perfil
proteico en estas muestras, para lo cual primero se cuantificaron las proteinas
totales, posteriormente fueron separadas en geles de poliacrilamida. De esta manera
determinamos la presencia cualitativa de IL-4.

Los resultados del perfil proteico en gel de poliacrilamida de muestras de suero de

calostro de vacas reactoras, no reactoras y hatos libre, mostraron bandas de
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diferentes tamafos algunas correspondientes al peso de la cadena pesada (55 kDa)
y cadena ligera (26 kDa) de las inmunoglobulinas y se observo una banda débil de
alrededor de 14 kDa que podria ser IL-4 ver figura 21.
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Figura 21. Gel de poliacrilamida 12 %. Carril: 1) Marcadores de peso molecular; 2) muestra
19 reactora a PPD (+) del rancho 6; 3) muestra 272 no reactora a PPD (-) del rancho 1; 4)
muestra 11 de hato libre; 5) muestra 54 PPD(-) del rancho 2; 6) muestra 251 PPD (-) del
rancho 1; 7)muestra 281 PPD(+) del rancho 6; 8) muestra 684314 PPD (-); 9) muestra 40
PPD (+) del rancho 2; 10) muestra 24 de hato libre.

Debido a la gran cantidad de proteinas incluidadas las cadenas ligeras y pesadas de
inmunoglobulinas que estaban en gran cantidad se decidio para favorecer la
presencia de IL-4 la semipurificacion de estas muestras utilizando un filtro menor de
30 kDa y las muestras fueron concentradas por filtracion, después fueron
precipitadas con acetona, en las fracciones se cuantificaron las proteinas totales,
posteriormente fueron separadas en gel de poliacrilamida, se realizaron dos geles
con su respectivo marcador cada gel, un gel se tifio con azul coomassie y el otro gel

68



se transfii6 a membrana de nitrocelulosa para probar reconocimiento por
inmunoreactividad utilizando los anticuerpos antes mencionados anti-IL-4 en
ensayos de Western Blot en un ensayo tipo Western Blot.

Los resultados del gel tefiido con coomassie muestran la molécula de alrededor de
14 kDa concentrada como se muestra en la figura 22 a) el marcador de peso
molecular en el carril 1, seguido de dos repeticiones de la muestra concentrada
ambas presentan la banda del peso de 14kDa que concuerda con el peso de la
interleucina IL-4. En la misma figura seccion b) se muestra la membrana de
nitrocelulosa tefiida con rojo Ponceau para verificacion de las proteinas transferidas,
después se le realizo el ensayo Western blot donde no se obtuvo ningun resultado o
deteccion de los anticuerpos por esta razon no se muestra la imagen de la

membrana de nitrocelulosa revelada.
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Figura 22. a) Gel de poliacrilamida de proteinas concentradas con unidad de filtraciéon de
un grupo de muestras altas en IL-4. Carril: 1) marcador de peso; 2) muestra de IL-4
concentrada; y 3) duplicado de muestra de IL-4 concentrada. b) Membrana de nitrocelulosa
transferida para Western blot tefiida con rojo de punceau.
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8.1 Resumen de resultados

En este estudio se evaluo la diferencia entre los niveles de las citocinas IL-4, IFN-
gama, IL-6 y TNF-alfa en muestras de calostro bovino de vacas de ranchos con alta
prevalencia a Mycobacterium bovis en tres diferentes grupos de estudio generados
de la reactividad a tuberculina (reactoras, NO reactoras y hatos libres). Como
primera conclusiéon los niveles de citocinas no se ven afectados considerando el
factor edad de acuerdo a los analisis en las muestras de sobrenadante de calostro
que fueron analizadas por el numero de partos figuras 19 y 20. En el presente
trabajo se logré estandarizar la técnica ELISA para la determinacion de niveles de
interleucina 4 (IL-4) ya que no se contaba con algun kit comercial.

Se cuantificaron los niveles de las cuatro citocinas de estudio (IL-4, IFN-y, IL-6 y
TNF-a) en los tres grupos de estudio (Reactoras, No Reactoras y Hatos Libres) de
muestras de calostro bovino donde se obtuvieron diferencias significativas en
reactoras y no reactoras a TST con hato libre en citocinas IL-6 y TNF-a.

Se identificd en nuestro estudio la presencia de citocinas tempranas proinflamatorias
IL-6 y TNF-a con diferencias significativas y niveles considerables sobre todo en el
grupo hato libre se observo marcada la diferencia de TNF-a con respecto a los otros
grupos, dicha identificacion es de gran relevancia ya que no existen muchos reportes

de lo encontrado en este trabajo en muestras de calostro.
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9. DISCUSION.

La habilidad de distinguir entre el tipo de respuesta Thl y Th2 proporcionara
valuables ideas en el papel que juega IL-4 en la respuesta inmune bovina contra
patégenos. En el presente no hay pruebas de confianza para la medicion de IL-4 en
rumiantes. La deteccion de IL-4 por ELISA proporciona un fiable ensayo que podria
ser rutinariamente usado en lugar de los bioensayos que han sido usados para
detectar IL-4 bovina. Ambos IFN-y como IL-4 han sido reportados previamente en
ganado infectado con M. bovis, estos estudios utilizan células B para la deteccion de
IL-4, pero también pueden detectar la presencia de otras citocinas bovinas. Por lo
gue nos surgio la duda si los anticuerpos comerciales que se utilizaron en el ELISA
podrian ser empleados para ensayos de tipo WB y el resultado fue negativo, no se
detecto IL-4 en muestras de calostro por esta técnica ya el anticuerpo que se utilizé
no detecto a la molecula y no se realiz6 la unién antigeno anticuerpo o la cantidad
de IL-4 no fue sufuciente.

La inmunidad contra la tuberculosis implica una serie compleja de interacciones
entre varias poblaciones celulares. Estudios de células T helper en raton y humano
han demostrado que existe respuesta divergente y que el tipo de célula T herper
responde provocado por patégenos que puedan determinar el resultado de infeccion.
El paradigma Th1l/Th2 ha sido util en comprensiéon a la compleja interaccion de
células mediadas y humorales respuestas inmunes. A la fecha existen pocos
reportes de la presencia de citocinas en calostro bovino, Hagiwara reporté niveles de
IL-1B, IL-6, IFN-y y TNF-a, secretado por la glandula mamaria en el calostro en
condiciones experimentales controladas (Hagiwara et al, 2000), la diferencia con el
estudio que se describe en esta tesis es que en este estudio fue realizado con
muestras de calostro bovinos en campo los cuales estan naturalmente expuestos a
TBb y ademas en ranchos de alta prevalencia.

IL-4 citocina caracteristica de la subpoblaciéon Th2 y actia como inductora y efectora
de estas células. Antagoniza los efectos activadores de macrofagos del IFN-y y por
consiguiente, inhibe las reacciones inmunitarias celulares. En nuestro trabajo no se

encontré ninguna diferencia significativa de niveles de IL-4 entre grupos lo que
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concuerda con Taylor y colaboradores (1994). Aunado a ello reportes en modelo
ratdn muestran que dosis bajas inducen preferentemente una respuesta Thl por el
aumento significativo de las citocinas IL-2 e IFN-y, mientras que dosis altas
favorecen el desarrollo de una respuesta Th2 debido a la produccién de IL-4 e IL-10,
respuesta que no favorece resistencia ante el desafio micobacteriano (Gonzalez et
al, 2012) En nuestro estudio se aprecié el mismo efecto ya que por las altas
concentracion de IL-4 se inclina el perfil de citocinas a Th2 ya que por su

predominancia inhibe la produccién de IFN-y por lo tanto se reprime el perfil Th1.
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Figura 23. Resumen del predominio del perfil inmune por los niveles de IL-4 e IFN-y.
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El rol de IL-4 en respuesta inmune a mycobacteria es un tema de gran interés
reciente. Un numero de estudios se han realizado en humanos y ratones infectados
con Mycobacteria tuberculosis y estos indican que la produccién de IL-4 es asociado
con la progresion de enfermedades y reactivacion de enfermedades latentes (Hope
et al, 2005). El papel que juega IL-4 en la patogénesis de TB en la actualidad no esta
claro y debe ser el foco de nuevos estudios en humanos y bovinos.

IFN-gama es una citocina asociada al perfil Thl la cual es la principal activadora de
los macrofagos y realiza funciones criticas en la inmunidad innata y la inmunidad
celular adaptativa, con origen en linfocitos CD4, CD8, también es producido por
linfocitos Thl, LTC y por células NK. Ademas posee una importante actividad
inmunoreguladora, tiene funciones importantes en la inmunidad celular frente a los
microorganismos intracelulares, ademas de activar macrofagos para destruir
microorganismos fagocitados, los niveles de IFN-y se comportaron de manera similar
pero con valores disminuidos o cercanos a cero de 5.76- 542.58 pg/ml lo cual no

arrojo ninguna significancia estadistica la prueba estadistica. Lo reportado en
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pacientes con estado avanzado de tuberculosis pulmonar se induce el aumento de
produccion de IL-10 y disminuye la produccion de IFN-y (Deveci, et al 2005).

Existen evidencias de que citocinas son expresadas dependientes del embarazo por
el endometrio bovino. Un estudio realizado por Almeria et al en el 2012 mostro que
IL-10, IL-12 y TNF-a son constantemente expresado a través del embarazo,
mientras IFN-y y IL-4 son expresados incrementando en el dia 120 del embarazo.
Tal vez el perfil de expresion de citocinas por el endometrio influye en la distribucion

endometrial de células inmune en la vaca.

Varios estudios previos han documentado cambios en expresion de citocinas
proinflamatorias en torno al tiempo de parto en las glandulas mamarias infectadas.
Por ejemplo el incremento de la expresion de citocinas proinflamatorias incluyendo
IL-18, IL-6, IL-8, y TNF-a han sido vinculado a la patologia de mastitis aguda durante
el periodo de periparturiento (Oviedo-Boyso et al, 2007). Los macrofagos son el
principal tipo celular inmune presente en leche y el tejido de las glandulas mamarias
lactantes sanas y puede facilitar el reclutamiento de neutrofilos via a través de varias
citocinas tales como interleucinas y TNF-a en el inicio de la inflamacién. TNF-alfa es
producido fundamentalmente por monocitos y macréfagos en respuesta a antigenos
bacterianos, principal responsable del shock séptico asociado a bacteriemias,
implicado en los procesos inflamatorios derivados de los procesos infecciosos. En
nuestro trabajo que se realizé si hubo significancia estadistica entre los tres grupos
de estudio porque se comportaron de manera diferente entre ellos: No Reactoras-
Reactoras P= 0.0287, HL- Reactoras P= <0.0001 y HL- No Reactoras P= <0.0001, la
presencia de TNF-a en los grupos donde las vacas esta expuestas y en contacto
con TB con niveles de: reactoras= 35.90-125.72, no reactoras= 50.28-409.58
mientras que el grupo de los hatos libre de TB se comporta con valores un poco mas
elevados que los otros dos grupos (HL= 317.02- 636.06) y esto es relevante puesto
que reportes por Deveci y colaboradores en el 2005 donde encontraron
significativamente planteados niveles en suero de IL-10, IL12, TNF-a y IFN-y en
pacientes humanos con tuberculosis pulmonar activa. TNF-a es producida en el sitio

de enfermedad en pacientes con tuberculosis. Un deterioro clinico al principio del
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tratamiento lo asocio con un aumento selectivo de TNF-a en plasma. En particular,
pacientes con tuberculosis pulmonar acompafado por manifestaciones sistémicas
(persistente fiebre y pérdida de peso) mostro aumento de TNF-a y IL-10, otro reporte
de previos estudios donde mostraron altos niveles de TNF-a los pacientes humanos
con tuberculosis pulmonar. También en sueros los niveles de TNF-a fueron
significativamente altos en pacientes activos e inactivos a tuberculosis. Ademas el
aumento de TNF-a se ha reportado en las primeras etapas de tuberculosis, y esto
extiende a plasma de contactos de pacientes con tuberculosis pulmonar que son
sospechosos de estar en los primeros estados de infeccion de TB pero un no son
pacientes confirmados de TB (Deveci, et al 2005). Sin embargo en el caso del
calostro los niveles estan disminuidos en los grupos expuestos a TB mientras que
los niveles de hatos libres estdn aumentados como lo reportado por Hagiwara y
colaboradores en el 2000 donde ve concentraciones altas de TNF-a en calostro de
vaca en condiciones experimentales controladas sumado a que esta citocina es
parte del perfil Th2. Ishikawa y colaboradores en 2004 menciona que durante el
embarazo, la funcién de las células Thl se contuvo y se hizo evidente que la funcién
de las células Th2 se convierte en dominante en ratones y seres humanos. Ohtsuka
en 2009 sugiere que la funcién inmune durante el embarazo y la inmunidad humoral

se convirti6 dominante en vacas embarazadas en etapa tardia de gestacion
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Fig. 24: Resumen de citocinas proinflamatorias.

Interleucina 6 es una citocina proinflamatoria pleiotropica producido por inmunidad
innata asi como células T. Un gran nimero de estudios en diferentes especies ha
evaluado el papel de IL-6 en la tuberculosis. Por ejemplo. Aldwell y colaboradores en
1996 mostro que IL-6 fue secretado por macréfagos bovinos después de la infeccion

con M. bovis. También reportan conflictos en los datos para conocer y tratar de
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determinar si la IL-6 ejerce beneficio o perjudiciales efectos en la tuberculosis. Otros
estudios en humanos han mostrado una asociacion de IL-6 con la tuberculosis
pulmonar activa comparado con los sujetos sanos 0 en comparacion con individuos
latentemente infectados y en algunos otros estudios con tratamiento a tuberculosis
activa reduce la produccion IL-6 (Vordermeier et al, 2012). Lo cual concuerda con
nuestros resultados teniendo concentraciones considerables en los tres grupos de
estudio entre 17.14- >5000 [pg/ml] generando significancia estadistica entre dos
grupos de estudio una fue entre Reactoras y Hatos libres con una P= 0.096 y la otra
entre No Reactoras y Hatos libres con una P= 0.0406 donde los dos grupos que
tuvieron contacto con TB se comportaron parecidos entre si mientras que el grupo de
los HL se encuentra disminuido.

Sin embargo es dificil determinar si esto es un reflejo de la actividad inflamatoria en
curso durante la tuberculosis activa o representa un directo vinculo entre IL-6 y la
patologia a la susceptibilidad del huésped. En contraste estudios en el gen de IL-6
alterado en raton han sugerido un rol de IL-6 en la proteccion contra tuberculosis y
en el mantenimiento pero no iniciacion de granulomas. Ademas experimentos de
vacunaciéon en primates han asociado a distintivo perfil de citocinas incluyendo IL-6
con proteccion (Reed et al, 2009), mientras un reciente estudio en raton han hecho
hincapié en su papel en el establecimiento de la respuesta inmune local después de
la vacunacion subunitaria de TB. IL-6 también promueve la diferenciacién de células
Thl7 murino y (en menor grado) humano, un subconjunto de células T
recientemente vinculado a proteccion contra tuberculosis (Vordermeier et al, 2012).
Un estudio de Yukikawa en el 2004 reportdé cambios en concentracion de IL-6 en
sangre periférica pre y post parto en ganado lechero y su relacion a enfermedades
reproductivas postparto mostré6 que las concentraciones de IL-6 antes del parto
fueron mas altas que aquellos después del parto. Esto podria ser viable solo que en
nuestro estudio se realizé en calostro y por ello no se midieron los niveles de IL-6

antes del parto.
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10. CONCLUSION

Se encontraron niveles detectables de las cuatro citocinas en los tres grupos de
estudio por la técnica de ELISA. IL-4 presento los mayores niveles de concentracion
lo que nos confirma que el perfil en muestras de calostro con alta prevalencia a
tuberculosis bovina se inclina a Th2 aunado a ello IL-6 refuerza dicha inclinacion por
sus niveles en los dos grupos de estudio que han estado expuestos a M. bovis
reactoras y no reactoras a diferencia del hato libre con niveles bajos. Sin embargo
dicha inclinacion al perfil Th2 podria estar influenciada por otros factores como el
estado de gestacion de la vaca lo cual podria estar influenciando la supresion de
IFN-y con niveles bajos o indetectables contradiciendo a la asociacion de esta
citocina con la respuesta inmune protectora contra tuberculosis bovina.

Se encontrd que los niveles de TNF-a en el grupo de HL se encontraron elevados a
diferencia de los grupos que han estado en contacto con M. bovis esto marca una
diferencia ya que este resultado es relevante y podria dar pie a posteriores estudios
y tratar de implementar algun tipo de prueba de diagnostico.

Se concluye de manera general que la transferencia pasiva maternal es esencial
para la maduracion y supervivencia del becerro ya que se comprovo dicha
transferencia por los niveles encontrados en las muestras de calostro y que dichas
muestras tienen un perfil Th2 ademas de la presencia de citocinas proinflamatorias

tempranas.

11. EXPECTATIVAS

Aunque este estudio no mostré diferencia de todas las citocinas determinadas entre
grupos, si hubo niveles que apoyan la hipoétesis. Por lo tanto, los datos actuales
estimularan mas estudios al respecto en el grupo de trabajo y abundar mas en ellos
y complementandolos con otras investigaciones como analizar a nivel de expresion

las citocinas a través de RT-PCR y determinar las proporciénes de subpoblaciones
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célulares CD4, CD8 y WC1 presentes en calostro de bovinos reactores y no

reactores a PPD.
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